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INTRODUCCION

Hace cerca de tres billones de afios que apareci la vida sobre nuestro
planeta; al haber vida hubo muerte y, desde luego heridas y dafio a la integri
dad de estos organismos primitivos, presumiblemente unicelulares, tos cua
les tuvieron necesidad de "aprender" a reparar dichas heridas o quemaduras
provocadas por posibles fenémenos naturales. Conforme avanzé la evolucién,
estos organismos se hicieron multicelulares y fué necesaria la especializa--
cién de células, que con el tiempo formaron tejidos con funciones especificas
siendo mayores y mas complejas sus necesidades. Una de estas necesidades
fué la especializacibn de células cue constituyeron un sistema de defensa con
tra posibles agentes invasores (aparecié el parasitismo) y, que a su vez rea
lizaran funciones de limpieza de células dafiadas o muertas de sus propios -
tejidos, inclusive algcunas células mal formadas. Este tipo de células espe—-
cializadas se observa tanto en invertebrados como en organismos superiores
y sobretodo en mamfferos, en los cuales existe ya un sistema circulatorio -
con un grado mayor de complejidad funcional.

De esta manera los fagocitos presentes en la sangre, as{ como otras -
células que llegan a constituir @nto en el ser humano como en los demés ma
mfferos superiores, un sistema que, a20n sin ser el Unico, si es crucial en -
la defensa del organismo huésped; ya gue si un agente agresor vence las ba-
rreras naturales del organismo, entran en actividad estas células fagoc{ticas,
las cuales se encuentran involucradas en el proceso de inflamacién.

La inflamacién es un mecanismo de defensa que ayuda a contener agre-~
sores y reparar dafos que estos puedan causar. Gracias a este mecanismo-
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se produce uma vasodilatacion local en el punto de la agresién, que asegura-
el arribo de factores ptasméticos que intervienen en la defensa del organis——
mo, a la vez que facilita 1a llegada de mayor nimero de células fagociticas.
Una vez vencido el agresor, se encarga de reparar los dafios ocasionados por
el ataque (infeccidn, trauma térmico, eléctrico o quimico) y limpiar la zona
de los residuos antigénlcos. y las células muertas durante el proceso.

Hay dos tipos de fagocitos "profesionales": los leucocitos polimorfonu-
cleares, que son células circulantes que emigran a los sitios de inflamacién
v los fagocitos mononucleares que circulan en la sangre o se encuentran fi~-
jos en los tejidos y que también, se acumulan en los sitios de inflamacién. -
Ambos tipos de células son capaces de reconocer e ingerir partfculas median
te sus receplores localizados en la superficie celular y de digerir tales sus~
tancias por medio de sus lisosomas., No obstante, los fagocitos mononuclea-
res muestran mucho mayor diversidad funciomal y de respuesta. Esta diver—
sidad de estructura y funcién es el resultado de la maduracién progresiva de
estas células a partir de sus precursores en la médula osea.

En cuanto a los polimorfonucleares, su caracter{stica mis sobresalien-
te es su gran movilidad y sobretodo la capacidad de fagocitar y digerir las -
partfculas que los activaron, para ello tienen muy desarrollado el mecanis—~
mo de locomocidn, que estd formado de microtdbulos, microfibrillas y pro-
tefnas como la actima y 1a miosina. Su citoplasma es muy abundante en llso-.
somas, ricos en enzimas con las cuales va a ser posible digerir la partfcula
fagocitada. Son células que no se reproducen, su nicleo pierde importancia;
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su actividad metabdiica es minima, sus mitocondrias y retfculo endopldsmi-
co estdn atrofiados. Es altamente especializada para un fin concreto: la fago
citosis.

L_os monocitos son células que circulan en la sangre, donde podemos -
considerar que son células relativaments inmaduras ya que su caracter{stica
mds importante es su actividad fagocitaria, la que realizan fuera del torren
te circulatorio, donde adquieren el equipo necesario para digerir el material
fagocitado, conservando su capacidad de reproduccién.

St bien ambos tipos de células fagociticas tienen uma diversidad estruc
tural que las capacita para la destruccién de agentes invasores del organismo,
fisiolbgicamente tienen también una serie de funciones caracter{sticas que -
desarrollan para dicha finalidad como son: la quimiotaxis o capacidad de res
puesta que conduce a la migractén de células fagoc{ticas a través de los teji-
dos como prerrequisito para estar presentes en el sitio de la {nfeccidn del a-
gente o bacteria invasora; la degranulac(én o formacidn de fajosoma vy finat—
mente la muerte de dicha bacteria.

Las funciones pueden estudiarse como fendmenos aislados tanto in vi—
tro como in vivo, para lo cual existe un grupo de técnicas ya establecidas y—
que serdn objeto de este estudio. Esta revisidn no considerara trastornos de
la produccidn periférica que tiene como consecuencia sdlamente un nimero —

insuficiente de grarulocitos o de momacitos circulantes.
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ANTECEDENTES

E1 concepto de inflamacidn tiene una historia que estd fntimamente re—
lacionada con la infeccidn, sin embargo ta inflamacién no es siempre debida
a infeccibdn. La infeccidn es causada por microorganismos que han invadido-
los tejidos det huésped.

De la vieja medicina égipcia se obtiene el documento mas antiguo cono.
cido, en el cual se usa varias veces un tdrmino que se puede interpretar co~
mo inflamacidn: el Papiro Smith, que data del afio 1650 A.C. y es der{vado-
de un original que es quizi mil afios mas antiguo. En este papiro los egipcios
usan la supuesta palabra "shememet" en relacién a heridas presumiblemen-—
te infectadas.

En la medicina griega, en la época de Hipécrates (460-380 A .C.) 1a in
flamacidn era llamada "phlegmoné", que significa o di idea de inflamacién.
Tanto en la antiguedad como actualmente, un ejemplo clfnico comin de infla—
macidn es una herida infectada; por razones obvias muchas heridas infecta—~
das se hinchan sélamente después de un periodo de supuracién (Formacién de
pus). Nuestros antecesores equivocaron su razoramiento al creer que la su-
puracién era el paso previo a la inflamacién y que ésta Gltima deberfa cvitar
se provocando un abundante sangrado, es decir, hacer fluir a través de la he
rida tanta sangre como sea posible; durando por muchas generaciones esta ~
perniciosa idea. -

Es en la préctica médica romana, en el siglo primero A.C. cuando Cor
netius Celsus da una definici6n clinica de la inflamacidn, tan precisa que no-~
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tenemos aln una mejor. Los signos més claros de la inflamacién, dice Cel-
sus, son cuatro: rubor, tumor, calor y dolor; ahora conocemos estas mani-
festaciones como "signos cardinales".

En 1793 el cient{fico John Hunter escribid un gran tratado sobre sangre,
inflamacidn y heridas de bala, en el cual sostiene que la inflamacién ro es u-
na enfermedad como se creyd en la antiguedad, sino tal vez una reaccién sa-
ludable.

Rudolph Virchow (1821-1902), el fundador de la Patologfa Celular Mo-—
derna, en su famosa Patologfa Celular, publicada en 1858 menciona los sig——
nos cardinales de Celsus, pero en reatidad su contribucién en la comprensién
de la inflamacidn es muy pobre. Sin embargo, uno de sus disc{pulos, Julius
Cohnheim en colaboracidn con Arnold en 1867 fué quien hizo las mejores a——
portaciones cuando alin no exist{an microtomos eficientes ni se trabajaba con
fijacidn en parafina, as{ como tampoco se usaba la tincibn simple de tejidos;
é1 trabajd con tejidos vivos en los cuales indujé la tnflamacién y observé di-
rectamente al microscopio. Trabajando en el mesenterio de la lengua de una
rana, el describié lo siguiente: primero una dilatacién vascular acompafada
de una aceleracién del flujo sangu(neo y pocos minutos después una disminu-
cibn vascular por abajo de 1o normal, habiendo tambtén una margimacién de~
los leucocitos hacia la periferia del torrente sanguf{reo, pero dentro de la z0
na p!asmédca, que al estar en contacto con la pared vascular se adhieren al
endotelio, al cual se observa un aumanto en su permeabilidad (exudacibn de—
Fluido); habiendo ademés un deslizamiento a los espacios extravasculares -
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(diapédesis) de estos leucocitos adheridos. Todos los cambios cbservados, ~
escribid Cohnheim pueden explicar los cuatro signos de Celsus; la vasodilata
¢1én puede relacionarse con el rubor; el incremento observado en el flujo con
el calor, la exudacién de flujo con el tumor observado en la inflamacidn y aun
que 1a rarma no puede hablar, expresa su dolor. Cohrheim escribid esto cin-
cuenta afios después de sus observaciones realizadas en tejidos vivos; pocos
documentos en 1a historia de 1a Patologfa tienen la claridad y el impacto de—
su.trabajo.

Ahora bien, Cohnheim solo describib la emigracién de las células blan—
cas de la sangre, pero no supo a ciencia cierta si emigraban directamente al
sitio de la infeccidn o bien, salfan hacia afuera de los vasos por simple arras
tre del derrame, sin embargo estos trabajos se complementaron cuando en -
1882, en Messina, el zodlogo ruso Elie Metchnikoff (1845-1916) estudié el -
papel de las células mébviles de la larva transparente de una estrella de mar
en la proteccidn contra un intruso extrafo. El introdujo ura espina de rosa en
el interior de estas larvas y observd que unas horas después la espina estaba
rodeada por dichas céiulas mdviles. Este experimento puede considerarse el
punto de partida de la Inmunologfa Celular. Ya habfa sido establecido por -
Koch y Neisser que las bacterias pueden hatlarse en el interior de los leuco~
citos, pero se pensd que esto era el resultado de la invasién bacteriama a -
los leucocitos. Metchnikoff demostrd que los leucocitos de hecho habfan engu
1lido a los microorganismos. En 1883 Metchnikoff observd que Daphnia, un -
metazoario diminuto y transparente podf{a ser destru{do por las esporas det—
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hongo Mornospora bicuspidata y que en algunos individuos estas esporas eran
atacadas por las células sangufneas y pod{an ser destruidas en el inLerior de
estas células, protegiendo en esla forma al animal contra los invasores. En
1884, extendid dichas observaciones a los leucocitos de los conejos y del hom
bre empleando diversas bacterias. E1 observd que la ingestién de tos micro-
organismos por los leucocilos, que é1 denomind fagocitosis, sec incrementaba
en forma notoria en los animales que estaban recuperéndose de alguna infec—
cién o después de la vacunacién con una preparacién de estos microorganis—
mos. Por lo tanto, &1 concluyd que la fagocitosis era el principal mecanismo
de defensa de tos organismos superiores. Posteriormente demostré la exis—
tencia de dos tipos de leucocitos circulantes capaces de fagocitar: los poli--
morfonucleares y los macx'él'agos, asf{ como la de ciertos leucocitos fijos Naad
propuso el término general de fagocilos para todas estas células,

Las observaciones de Metchnikoflf y Aschoff proporcionaron las bases—
para el concepto de formas de transicién entre el monocito de la sangre y et
macréfago histico, En 1924 M.R. Lewis demuestra claramente, por primera
vez, que en cultivo de tejidos los monocitos se transforman en macréfagos.~
Estudios anteriores habfan descrilo un fendmeno similar en sangre leucémi-
ca cultivada. Los de Lewis mostraron posteriormente que en todas las espe~
cies de vertebrados los grandes fagocitos mononucleares circulantes eran ca
paces de diferenciarse en "macréfagos" semazjantes a los encontrados en el-
tejido conectivo, hl'gado, bazo y ganglios iinféticos, tamtién en células cpite
lioides y gigantes exactamante iguales a las encontradas en lesiones tubercu-

losas. 9



Las subsiguientes observaciones de Maximow y otros bié\ogos celulares
modernos confirmaron y ampliaron estas descripciones. La evidencia mis -
convincente de la diferenciacién del monocito sangufneo en el animal se deri-
vé del trabajo de Evert y Florey en 1979, Usando conejos en sus estudios, ——
estos investigadores observaron que monocitos que contenfan partfculas de -
carbén fagocitadas o tefiidas con colorante supravital, emigraban de los va——
s0s sar\gu(neos hacia el tejido conectivo y se ransformaban en células indis-
tinguibles de los macréfagos histicos (histiocitos). Con el tiempo, algunos ~
de estos rmonocitos originaban células gigantes.

Un gran paso adelante en la evolucidn del estudio de éstas células san-
gufneas fué la introduccién de las tinciones diferenciales de Paul Erlich que
en 1879 pub\ic6 sus observaciones respecto a los grénu\os especfﬂcos de los
leucocitos, clasificdndolos como neutréfilos, eosinéfilos y baséfilos, distin-
guiendo todas las variedades de las células blancas de la sangre tal y como-

las entendemos actualmente.
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CAPRPITVYLO 11

RELACION ENTRE LAS CELULAS FAGOCITICAS

Todavia se desconoce porqué surgid la necesidad de dos tipos de célu-
las fagocfticas, cuyas capacidades se diferencfan y complementan en muchos
aspectos. Los fagocitos mononucleares son las Unicas células fagocfticas de
los invertebrados que realizan una functén digestiva cuando menos en algunos
de ellos; en cambio los granulocitos se encuentran presentes en animales con
sistemas circulatorios. En el humano se encuentran presentes ambos tipos-
de células fagociticas.

' Mientras los neutréfilos polimorfonucleares, en virtud de su ndcleo Pe
culiar segmentado, bien disefado para atravezar espacios estrechos se relg
cionan principalmente con la destruccién de microorganismos que perecen
al ser fagocitados; los fagocitos mononucleares se relacionan con microorga
ni'smos capaces de sobrevivir a la residencia i{ntracelular y contra los cua-
les los neutrdfilos resultan ineficaces. Es decir, las principales células e-
fectoras son los macréfagos y los monecitos. Los monocitos pueden servir
como un sistema de resguardo para los neutrdfilos en las infecciones agudas,
pero fagocitan con menor eficacia y carecen de muchos de los sistemas bac~
tericidas del neutréfilo; los macréfagos son mucho mds importantes en las -
infecciones crénicas. Estas caracter{sticas de uras y otras células nos moti

van a estudiar sus funciones por separado.



CARPITULOQ I11

LAS FUNCIONES DE LOS NEUTROFILOS

En el ser humano as{ como en otros organismos superiores, los leuc_g
citos neutréfilos polimorfonucleares son los responsables primarios del -
mantenimiento de las defensas normales contra organismos invasores, acti
vidad que se manifiesta principalmente en la inflamacién aguda; acumulénd_q
se en el sitio de la reaccién, donde desarrollan sus funciones que conducen
finalmente a la ingestién y destruccién de la mayorfa de los invasores "ex -
trafios". Para esta finalidad requieren una secuencia de functiones caracte ~
risticas entre las cuales se encuentran involucradas la adherencia al endote
lio vascular, la emigracibn extravascular (migracidn), la migracién dirigi~
da hacia las particulas Gue van a ser ingeridas (quimiotaxia), reconocimien
to (y adherencia) de las part{culas por las membranas, englobamiento de -
los cuerpos extrafios (fagocitosis), fusién de lisosomas con las vacuolas fa-
gocfticas (degranulacidn) con descarga de constituyentes lisosdmicos en va—
cuolas y un estallido metabdlico oxidativo (con l1a generacién de radicales -
libres de ox{geno y peréxido de hidrdgeno).

A continuacién se revisara brevemente 1a produccién y maduracidn de
estas células con respecto a su Funcic'm, la cual a su vez esta innegablemen
te retacionada con su morfologia; v después se hard ura descripcidn deta=-~
llada de cada una de estas funciones.

La serie mieloide la forman los granulocitos neutréfilos, los eostnd

filos y los basdfilos. Se piensa que las tres lineas celulares siguen pa
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trones similares de proliferacién, diferenciacién, maduracién, almacena=-
miento en la médula osea y de liberacidn a la sangre; sin embargo, los que-
mejor han sido estudiados en estos procesos son los neutréfnos, siendo me-—
nos para las otras dos lineas celulares. Se derivan de una célula pluripoten—
cial de la médula osea. Las tres primeras etapas morfolégicas de su forma-
cién; el mieloblasto, el prémielocito y el mielocito pueden reproducirse =--—
(proliferar), como ya se ha demostrado en experimentos con timidina marca
da. Las elapas siguientes corresponden a la diferenciacién y cambios de ma_
duracién. Los 1{mites morfolégicos de cada compartimiento celular se defi-
nieron hace muchos afos y se basaron en pautas tales como amafio celular,
relacién del tamafio del nicleo con respecto al citoplasma, delicadeza de la~
cromatina nuclear, forma nuclear, la presencia o ausencia de rucleolos, ta-
presencia y tipo de grdnulos citoplasméaticos vy el color del citoplasma de las
células tefidas; aunque estas definiciones morfoldgicas son necesariamente-
arbitrarias y no siempre se ajustan a cambios bioguimicos o fisiolégicos sig
nificativos y a veces es dificil clasificar a una célula en una categori{a u otra,
ya que en realidad se trata de una transicidn entre ambas, sin embargo es G
til separar las lineas celulares en estos 1{mites morfoldgicos y definir timi-
tes normales de 1a distribucién celular dentro de ellos.

EL MIELOBLASTO. El término mieloblasto describe una célula inma-
dura que se encuentra normalmente en la médula dsea y no en 1a sangre. Es
ta célula grande (14 a 20 micras de diémstro) se divide y forma promieloci-
tos. Posee un niicleo relativamente grande, redondo o ligeramente oval y -
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ura pequefa cantidad de citoplasma. En preparados tefiidos con colorante de
Wright, la membrana nuclear es lisa y la cromatina presenta uma distribu——
cibn uniforme y fina. Por lo neneral hay de dos a cinco nucléolos de color ~-
celeste pélido; el citoplasma es baséfilo y a veces reticulado con un aparen—=
te aparato de golgi. No hay grénulos citoplasmaticos.

EL PROMIELOCITO. El promielocito es una célula un poco mds gran—
de que el mieloblasto. Tanto con el microscopio electrdnico como et el mi—
croscopio 6ptico, se observa que posee un nicleo redondo u oval en el cual -~
la cromatina nuclear se distribuye difusamente como en el mieloblasto. Se~
encuentran nucléolos presentes pero‘conforme la célula madura se torman -
menos notables; con un reticulo endopldsmico més prominente. Aparecen los
grénulos primarios, azuréfilos y se acumulan en ndmero creciente durante -
esta etapa, pero aln no se encuentran presentes los denomimados grémlos -
secundarios o especfficos. Es import@ante observar que los gx‘ér\ulos prima-—
rios no se transforman en grérulos secundarios al madurar la célula, sino -
persisten durante la maduracién y se les observa durante todas las etapas -
subsecuentes incluyendo las formas polimorfonucleares, Es inmovil al igual
que el mieloblasto.

EL MIELOCITO. El mielocito neutrdfilo presenta un nicleo usualman—
te excéntrico, redondo u oval, y un lado puede aparecer algo aplanado. La —
cromatina nuclear es un poco gruesa y los nucléolos pequefios frecuentemen
te invisibles, aunque se les vé cltaramente en el microscopio electrénico, -

. Los grénulos primarios persisten, pero su produccidn se detiene erscarnc_r]
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te y cada divisidn subsecuente conduce a una disminucién de su nlmero en ta
poblacidn hija. Aparecen los grinulos secundarios que son mis pequeiios en
la poblacién hija que en la anterior y forman un nimero creciente sobre 1a -
superficie convexa y bordes laterales del ya menos prominente aparato de
golgi. El retfcuto endopldsmico granular y la basofilia citoplésmica disminu
yen. Las mitocondrias permanecen pequeiias y relativamente escasas.

EL. METAMIELOCITO. Durante este estadf{o el desarrollo de las carac
ter{sticas citoplasmiticas proporcionard las de los granulocitos maduros. -
El nicleo toma uma forma arrifionada de manera que anuncia estadfos de seg
mentacién nuclear, ha perdido la capacidad de divisién celular, el cito--
plasr\"\a se hace uniformemente rosado y con la presencia de granulos prima-
rios y secundarios, pero predominando los secundarios.

EN BANDA. Los cayados ¢ bandas son similares a los granulocitos neu
tréfilos maduros, poseen el citoplasma rosado con finos grianulos azurdfilos.
El ncleo aparece alargado como una salchicha o encorvado sobre s{ mismo
y la cromatinma nuclear menos madura que se encuentre en sangre pertfér(ca.

LOS NEUTROFILOS POLIMORFONUCLEARES. Este estad{o corres—

. ponde al grarulocito completamente maduro, con un contenido de grz'\nulos en
donde predominan los secundarios (80 al 90%), pero retienen algunos azurd-
filos (10 al 20%). En los preparados tefiidos con colorante de Wright, se ob-
serva que el nicleo adquiere un color purpireo muy intenso y contiene croma

tina. El citoplasma es rosa claro y contiene granulos espec{ficos finos, que



a veces pueden dar solo un aspecto de vidrio esmerilado. En extensiones hi-
medas presentan actividad ameboide a temperatura Fisioléglca, con movimien
tos erréticos, a una velocidad que ha sido estimada a 19 micras por miruto y
con una vida media de 6 a 7 horas, antes de perder su capacidad funcional, -
abandonando el cuerpo de manera aleatoria no relacionada con la edad. A~--
proximadamente 101! neutréfilos entran y salen del organismo cada dfa.

La reserva total de neutréfilos que salen de la médula y entran a la san
gre periférica estd compuesta de dos grupos rdpidamente intercambiables. U
na es la "reserva circulante” que estd presente en el torrente sangu(neo y -
representa aproximadamente la mitad del total de neutréfilos sangufneos en-
el ser humano, que se calcula con facilidad mediante las cuentas leucocitaria
y diferencial en una biometrfa hemdtica. La "Reserva Marginal” 1a constitu-
yen el resto de los neutréfilos sar\gui'neos totales que se concentran lentameg
te y & lo largo de la superficie del endotelio vascular, lugar donde algunas ve

ces se adhieren .

GRANUL OS PRIMARIOCS Y SECUNDARIOS

L.os granulos primarios de los neutréfilos humanos son lisosomas que-
contienen varias enzimas y otras sustancias tales como fosfatasa écida, pe-
roxidasa, estearasa, beta-glucuronidasa, beta-galactosidasa, aril-sulfatasa,
5'nucleosidasa, N-acetil-beta-glucosa-minidasa, alfa-manosidasa, mucosus-
tancia sulfatada, lisosima y otras protefnas bisicas. La peroxidasa ha sido-

asociada con los grdnulos primarios por métodos histoqufmicos, cttoqufmi-
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cos y bioqufmicos. La mucosustancia sulfatada es presumiblemante la causa
de 1a coloracién azuréfila de estos grédnulos primarios. La fosfatasa alcalina
al parecer, estd ausente en estos grénulos.

Los grénulos secundarios de los neutrdfilos se caracterizan por su con
tenido de fosfatasa alcalina y su carencia de fosfatasa dcida, de peroxidasa y
de mucopolisacirido sulfatado, conteniendo ademis aminopeptidasa, lisozi~
ma, colagenasa y protefras bisicas. La aminopeptidasa aparece relativamen
te tarde en la maduracién del mielocito.

Se ha descrito una tercera forma o granulo terciario en neutréfilos hu=
manos, pero algunos investigadores la consideran simplemente como la va=-—
riacién morfoldgica de los granulos primarios y secundarios. No se sabe si-
estos grémlos se originan més alla de la etapa de mielocito, pero este hecho
se ha considerado como probable.

FIGURA 1

Mieloblasto Mielocito
Promielocito l
TORRENTE / & '
SANGUINEO ) enSns
Polimorforuclear Motamielocito
Maduro
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La figura | es uma representacidn diagramética de la aparicién de granu
los durante la maduracién neutréfila. Los mieloblastos son celulas relati~
vamente indiferenciadas con un gran n{icleo oval, grandes nucléolos y citoplas
ma carente de granulos. Se origina a partir de un pool precursor de células—
madres. Subsecuentemente hay dos etapas secretoras, el promielocito y el -
mielocito, cada una de las cuales produce un tipo diferente de granulo secre-
tor. Los granulos azurdfilos (oscuros) se producen solamente durante la eta-
pa de promielocito; los grinulos especi{ficos (grénulos claros) se producen du
rante la etapa de mielocito. E1 metamielocito y las formas en banda son eta-
pas no proliferativas, ne secretorias que se desarrollan hacia el polimorfo-
nuclear maduro, caracterizado por un ndcleo multilobulado y un citoplasma -
que contiene principatmente glucégeno y granulos. Tanto los granulos azurd-
filos no especificos como los granulos espec{ficos persisten durante todas ~

las etapas posteriores.

ADHERENCIA ENDOTELIAL
Al iniciar el procesn inflamatorio agudo, se presenta un incremento en
1a marginacidn de los neutréfilos circulantes; esta adherencia al endotelio -
vascular es un prerrequisito para la diapédesis subsiguiente; tan importante
es que si 1a lesién es mfnima, esta acumulacién es el dnico signo de la infla
macién.
Podr{amos afirmar que la adherencia endotelial es una actividad innata -

del neutréﬁlo, sin embargo, se han encontrado sustancias capaces de incre-
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mentar esta adherencia (como péptidos sintéticos y algumas fracciones deri-
vadas del complemento que si se administran por vfa intravenosa producen -
una répida neutropenia a consecuencia del importante incremento de margina

cién.

QUIMIOTAXIS

Se define a la quimiotaxis como la capacidad de respuesta de las células
méviles (monocito-macrdfago y polimorfonuclear) a eiertas sustancias endd-
genas o exégenas para las cuales existen receptores celulares espec(ﬁcos. -
E1 desplazamiento celular es unidireccional hacia ta zona de mayor concen—
tracién del estfmulo quimictictico, de manera que los receptores y la concen
tracién del factor quimiotictico son los mecanismos que influyen en la acumu
lacién de células inflamatorias en la zoma del conflicto.

Al existir un gradiente de estimulo quimiotéctico a nivel tisular, los po
limorfonucleares se encuentran conformando la "reserva marginal”, la cual-
estd adherida al endotelio vascular facilmente emigran a los tejidos inflama~
dos, la fuente de esos estfmulos es muy variada, como son algunos péptidos-
de oriéen bacteriano de los cuales el mas estudiado es la N~formilmetionina,
que es importante en la génesis de proteinas bacterianas, aunque se han sin-
tetizado otros péptidos de utilidad en los estudios de la quimiotaxis como los
péptidos de formilo-metionilo. Otras sustancias son los factores quimiotacti
cos inducidos por cristales (FQT) como urato monosddico y pirofosfato °5lcl

co, sin embargo los méas importantes son los producidos por mediactén del ~
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sistema del complemento. Después de la activacién del complemento, ya sea
por la via cldsica o por la alterna, Cy ¥ Cg se rompen en los fragmentos a y
b respectivamente. Cza y Cry funcioman como aratilotoxinas provocando 1a —~
liberacidn de histamina de las células cebadas y baséfilos, sustancia cuya -
funcidn es la de contracr el misculo liso y aumenta la permeabilidad de los~
capilares. Ademds que el Cga Yy el Cry se consideran como los factores qui-
mioticticos mds importantes derivados del sistema de complemento, que a
concentraciones tan bajas como 5 a 10 nanagramos inducenr la quimiotaxis, -
e incrementan la adhesividad. Los leucocitos liberan factores que son direc~
ta o indirectamente quimioticticos. Se han identificado varios l{pidos quimio
tacticos como las prostaglandinas; as{ como productos de la coagulacién o de
la fibrindlisis.

Cuando ur factor quimiotictico st adhicre a los receptores leucocita~~
rios se activa el ciclo hexosa~monofoulato que fimalmente produce Na, Ky —
Ca alternando la polaridad qc la membrana, provocando un movimiento ce—~
lular dirigido, lo cual implica alteracién morfolézica por la formacién de un
pseuddpodo, libre de grdnulos; el torde conductor {urdpodo) muestra delga~
das fibrillas de retraccidn que se adr.zren a! sustrato. El borde conduclor -
del pseuddpodo se llena de microfilamentos de actim y se extienden coma u-
na fina capa submembrarosa alrededor de la célula y luego reaparecen con-
haces densos en el urdpodo. Estos microfilamentos proporcionan sosten es~
tructural, y junto con las moléculas <z miosina y otras protefnas reguladoras
son capaces de contraerse proporcionardo asf las fuerzas dindmicas nccesa-
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rias para el movimiento celular. También hay microtdbulos en la célula que
no intervienen en la movilidad, sino que sirven como es.ueleto dando mayor
ricidez y forma a la célula. Estas microfibrillas también parecen ser las es
tructuras causantes de la persistencia del movimiento enuna d{reccién espe
cifica a 1a falta de un gradiente quimiotéctico.

Algunas microorganismos han desarrollado mecanismos para evitar la
quimio@xia como los gorococos que producen infecciones diseminadas acti-—
vando el complemento con una rapidez menor que con la gue ellos infectan las

mucosas.

RECONOCIMIENTO Y ADIHERENCIA DE PARTICULAS FAGOCITAGLES
Esta es »na funcidén de los receptores de superficie de los neutréfilos y

de algunos constituyentes del suero capaces de actuar sobre algunas bacte- —
rias, hongos y otras particulas para aumentar su "avidez de ingest‘c’m" Hame
da opsonizacidn.

¥ Van Oss postuld que las baclerias no virulentas poseen superficies rela
tivamente hidréfobas que favorecen la fagocitosis en tanto que especies viru-
lentas se caracterizan por tener factores idréfilos de superfiéie que re@ar--
dan 1a fagocitosis. Sicuiendo este punto de vista, el finde la opsonizacién es
aumentar la hidrofobicidad al reducir las cargas existentes entre microorga-
nismos y neul:réﬁlos, pues ambas estn cargados negativamente.

Aunque ningin esquema simple puede resumir los requerimientos opsd-

nicos de cualquier génel*o o espacie de microor:anismos, se conocen cuando

menos tres mecanismos:
21



Primero, un anticuerpo espec(fico por sl solo (subclase lgGI e lgGa) -
puede actuar como opsontna. Se fija la fraccién Fab, que se combina con su
antigeno respectivo de la superficie bacteriana; la porcién Fec se libera para
adherirse a los sitios receptores Fc que se encuentran en 1a superficie del -
fagocito completdndose as{ un puente entre bacterias y fagocito. Se ha calcg
lado que 73 a 90% delos neutréfilos humanos en la sangre periférica tienen -
receptores en su superficie para las partfculas cubtertas con IgGG. Aunque no
se han aislado ni identificado los receptores Fc sobre los neutréfilos.

Segundo, cuando un anticuerpo especfﬂco de IgM o IgG al parecer en -
cantidad insuficiente para opsonizar por si mismo, puede reacciormar con bac
terias y activar en sucesidn progresiva la via hemolftica del complemento. -
En la superficie del neutréfilo se han identificado plenamente receptores es—
tructuralmente especificos para Cgp, y se han demostrado en més del 90% de
los neutréfilos de sangre periférica. E1 Cg activado en la superficie bacteria
na sirve como puente entre la bacteria y el fagocito, pero para que ocurrala
fagocltosis deben participar un gran nimero de receptores Ca‘(en macréfa-—
gos) una linfocina activa a estos, permitiendo que emigren y se distribuyan-
en la membrana celular.

Tercero, opsonizacién inespecffica a través de la vfa alterna del com-—
plemento. Esta via no es activada por complejos anh’geno-anticuerpo, sino -
directamente por polisacaridos bacterianos o micdticos que resultan de la -
fijactdn de Cg, el factor opsénico crucial a la superficie del microorganismo.
En este caso la fagocitosis estard mediada por el receptor celular para Ce

activado.
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FAGOCITOSIS

Cuando se ha establecido el contacto entre un neutréfilo yuma particula a
decuada, la part\'cu\a es ingerida por ia célula en un proceso denominado fa-
gocitosis, funcidn que puede ser tlevada a cabo en el interior anaerébico de
un absceso con energia obtenida por glicc’xlisis araerobia; requiere el movi-
miento de pseudépodos alrededor de los microorganismos para to cual uma ~
interaccién en cadena de taodos los ligandos opsdnicos distribuidos homagenea
mente tanto en el fagocito como en la partfcula gue va a ser ingerida, que de
esta forma queda envuelta con una “crematlera® en el fagosoma formado. Al
fusionarse los pseudépodos, este fagosoma se desplaza hacia el centro de 1a
céluta, aparentemente con mediacidn de microtibulos.

Los neutrdfilos son capaces de ingerir clertas part{culas en ausencla~
total de compiemento o de inmunoglobutina debido probablemente a similitud
quimica en las superficies de tales partfculas, gue permite la adherencia -
por un comportamiento come Yinmunoglobutinas sustitutas". Esto permite ~
al polimorforuclear 1a ingestidn directa de tales part{culas, hecho gue ya ha
sido demostrado. .

L.a ingestidn de particulas por macréfagos y por neutrdfilos se acompa
fia por un estallido respiratorio observado como un incremento esp ectacular
en el consumo de oxigeno y la activacién de una oxidasa asociada a la mem—
brarma que depende del fosfato de nicotinadenirdiructedtido reducido (NADR),
Esta enzima reduce el oxfgeno molecutar hasta antén superdxido, que a su-

vez se transforma en perdxido de hidrégeno.
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DEGRANULACION

La destruccién de microorganismos susceptibles dentro de los neutrd—
Filos estd fntimamznte asociada al proceso de degranulacién, o sea la libera
cidn del contenido de los granulos al interior del fagosoma. Ademds, hay da
tos firmes de que se realiza cierta degranulacién hacia el exterior de la cé-
lula.

A medida que se forma el fagosoma durante el englobamiento microbia
no, los grénulos del neutrdfilo adquieren movimientos violentos en la proxi-
midad del fagosoma, se fusionan con la vacuola fagocitica y desaparecen del
citoplasma (degranulacién). En algﬁn momento entre estas etapas de adheren
cia y digestidn, las membranas de los granulos especificos comienzan a fu—
slonarsg con los Fagos?mas nacientes. El resuitado es que la lactoferrina y~
lisosima pasan al espacio extracelular. Poco después los grénulos azurdfi-
los se fusionan con los fagosomas, el contenido de estos grérulos tierde a -
permanecer en el fagosoma. Como sucede en 1a quimiotaxia y en la ingestion,
los microfilamentos 'y los microtibulos pueden ser importantes en la fusién-
de los fagosomas y los grénulos.

Es importante revisar el contenido de los grarulos ya que en ellos se -
encuentran presentes los mﬁltiples sistemas microbicidas que en el ser huma
no pueden dividirse en dos amplias categorias: dependientes det oxfgeno e inm
dependientes del mismo.

Los sistemas dependientes del ox{geno se pueden dividir a su vez en -

los que estdn mediados por la mieloperoxidasa y los que no lo estin.
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La mieloperoxidasa se encuentra en los grénulos primarios Yy represen
tan el 5% del peso seco del neutrédfilo. Junto con el perdxido de hidrégeno, -
factores haluros oxidables y un pH écido, se integra un potente sistema anti
microbiano en el fagolisosoma que tiene propiledades antibacterianas, antimi
céticas, antivirales y ar':timicoplésmicas, se ha propuesto uma prote{na muy
bésica, sirve para unir el perdxido de hidrdgeno y el haloide a la superficie
blanco microhbiana, poniendo asf en contacto estrecho los componentes del —
sistema peroxidasa con la envoltura celular.

E1 perdxido de h(drégeno surge del estallido respiratorio; si hay pro--
duccibn deficiente, algunos microorganismos lo producen cuando no tienen —
catalasa, paraddjicamente median su propia destruccién como los neumoco-
cos y los estreptococos.

En el interior del neutréfilo hay cloruros por arriba de lo requerido pa
ra la destruccién mediada por la mieloperoxidasa y pueden penetrar al inte-
rior dz la vacuola fagocftica. Otro haluro podria ser el yoduro del suero ob-
tenido por la desiodacién de hormonas tiroideas.

El sistema mediado por la mieloperoxidasa tienen un pH dcido Sptimo,
condicidn que se reune en la vacuola Fagoc(tlca. La mieloperoxidasa catali—
za la oxidacién de iones (X ™) haluro a lones hipohalitos por el peréxido de hi
drégeno:

X% HyOp ————> XO7+ Hy0

Hay varios mecanismos de "haluro activado" que podr{an dafar a. los -

microorganismos, incluyendo la halogenacién de la pared bacteriana, la des
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carboxilacién de aminodcidos con liberacidn de aldeh{dos téxicos vy la produc
cibén de oxigeno Gnlco, aunque todo es supuesto, ya que en vivo no se han ob=-
tenido datos.

Se requiere actividad de la mieloperoxidasa para una funcién éptima -
de los polimorfonucleares, sin embargo se »an identificado numerosas per-
sonas con ausencia de mieloperoxidasa en sus células ragocfticas, pero ain
sin la presencia de la enzima se llega a la ingestién y destruccién, aunque —
incompleta de bacterias, lo que imolica la existencia de otros mecanismos—
bactericidas que no i wwolucran a la mieloperoxidasa, como son los siguien—
tes:

a concentraciones elevadas de perdxido de hidrégeno hav actividad mi-
crobiara directa v puede actear en combinacién con el dcido ascdrbico y o— -
tros iénes metdlicos para matar los microorganismos ingeridos.

el anidén superdxido tiene un efecto sobre los microorgaismos, aunque
algunos contienen la superdxido-mutasa que los hace resistir en la vacuola-
fagocitica.

el radical hidroxilo formado por la interaccidn del perdxido de hidré-
geno v el i6n superdxido, que reacciona cast instantineamente con la mayor
parte de las moléculas organicas.

Existen también sistemas de actividad microbicida independientes del
estallido respiratorio como son: las prote{ras catiénicas, lactoferrina, li-
zosima, histonas nucleares, elastasa, y el dcido de la vacuola fagocftica.

Las prote(nas catténicas de los grénulos azurdfilos fueron las prime~-
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ras sustancias antimicrobianas identificadas en los neutréfilos; su mayor ac
tividad se realiza a pH neutro, no destruyen al microorganismo, pero aec-

tan rdpidamente su capacidad para desarrollarsa. La susceptibilidad de los

microorganismos gram negativos para ser lisados por los neutréfilos se ba-~
sa en 1a cantidad de polisaciridos que hay en su envoltura,

L.a lactoferrira proviene de los grénulos especificos y ouede ejercer ~
funcion antimicrobiana Fijando y reteniendo el hierro requerido de las bac-~
terias ingeridas y puede ademds ejercer una parte sustancial fuerd del fago- )
cito.

La lisozima se encuentra en los granulos primarios y ambién en los -
grénulos secundarios, ataca muzopéptidos de la pared celutar de diversas ~
bacterias, pero sirve mds al fagocito por su capacidad digestiva y no tanto-
como microbicida.

Durante la fagocitosis, el pH del fagosoma disminuye; . se desconoce —
el mecanismo de la actdiflcactén, pero estudios recientes sugieren que esla
en proporcidn 1 ¢ 1 con el consumo celular de ox{geno.

L.os granulocitos contienen ademés diversas proteasas que'son activas
a pH neutro (por ejemplo: catepsina G, serina, estearasas, etc.); més im-
portantes en la digestidén microbiana que en la destruccidn.

Finalmente las histonas nucleares son liberadas en los tejidos circun—
vecinos por la muerte y autolisis de las células. Tieren actividad directa -
antimicrobiara.

Todos estos mecanismos microbicidas mencionados son de importan—

cia obvia ya que se llevan a cabo en condiciones amaerobias.
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cAPITULO 1V

LAS FUNCIONES DE LOS FAGOCITOS MONONUCLEARES

Los fagozitos mononucleares se originan en la médula osea a partir de
ura célula precursora pluripotencial comiin a todas las células hemopoyéti-
cas, incluyendo eritrocitos, megacariocitos, granulocitos y fagocitos mono-
nucleares. Conforme la célula precursora va diferencidndose a través de di
visiones sucesivas, las series de fagocitos mononucleares y de granulocitos
contin(ian compartiendo una célula precursora com(n, de la cual se van a di
ferenciar. En tos cultivos, estas células de proventencia medular dan ori--
gen a colonias mixtas de granulocitos y macréfagos, bajo clertas condiciones
y colonias monociticas bajo condiciones diferentes. La primera célula pre-
cursora indentificable como parte del sistema Fagocx'tlco mononuclear es el
monoblasto, que es una célula esférica de 10 a 12 micras de didmetro con -
escasas granulaciones., Los monoblastos son capaces de realizar fagocito--
sts y se adhieren a el vidrio; presen'tan receptores Fc y estearasa cltoqufml
ca tfpica de 1a progenie mds madura y distintos de los mieloblastos, los cua
les son precursores de las series granuloc{t(cas. En el ratén céda monobla§
to se divide una vez, dandc asf{ origen a los promonocitos en un ciclo de doce
horas aproximadamente.

Los promonocitos tienen didmetro aproximado de 15 micras, con un -
nlcleo dentado que ocupa la mitad de la célula mds o menos. Comparten con
el monoblasto las caracter{sticas tipicas de los fagocitos mononucleares, in

cluyendo el gran almacenamiento de grénulos, que en los frotis muestran —~

ser azuréfilos, algunos de los cuales son ademis positivos a la mieloperoxi
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dasa. Los granulos almacenados son sintetizados Gnicamente en esta etapa de
maduracién.

L.os promonocitos al madurar se convierten en monocitos, los cuales
poseen un ndmero menor de grénulos positivos a 1a peroxidasa y presentan
un aumento en la proporcién citoplasma/nucleo. En'comparacién con los neu
tréfitos, la reserva medular de los monocitos preformados es pequefa. En
los seres humanos, son liberados a 1a sangre dos y medio dias después de-
de su formacién, donde circulan con una vida media aproximada de un dia,
emigrando al azar del torrente sanguineo hacia el medio extravascular. En
general, los monocitos no penetran en el fondo comin circulatorio. Durante
la inflamacidn; la produccién de monocitos aumenta por expansién del depd~
sito de promonocitos, la disminucidn del tiempo del ciclo celular y su libera
cién mas ripida a la circulacién son llevadas a cabo. Los macréfagos tisu-
lares surgen por la proliferacién de macréfagos inmaduros contenidos en la
poblacidn macrofdgica que retienen su capacidad para responder a los mité-~
genos como el factor estimulante de colonias. LLa mayor parte de los resul-
tados de los estudios favorecen el predominio de 1a via hemopoyétlca. Es po
sible que la duracién de vida de un macréfago sea de meses.

Los macrc’;t’agos aparecen temprarmamente en el desarrollo del sistema
linfoide y se sabe que intervienen en la resorcién tisular asociada conel -
proceso embriorario. Al igual que la maduracién del sistema linfoide de los
fagocitos mononucleares van aumentando su dgsarrollo durante la vida fetal
y nenoratal, y clerto niimero de funciones le son relativamente inmaduras
al nacimiento. La multiplicacién de los macréfagos tisulares Yy Sus precur-—
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sores parece estar bajo el control de factores de crecimiento especificos co
nocidos como factores estimulantes de colonias que son produccién de Fibro—-
blastos y linfocitos, El factor estimulante de colonias mejor conocido es uma
glicoprotefna con un peso molecular de 60 000 que es reconocida por sus re~
ceptores especificos de la superficie de los monocitos.

A diferencia de los neutréfilos, los monocitos no mueren cuando aban-
donan la circulacidn, sino que maduran convirtiéndose en macréfagos (histio
citos) en los tejidos: macréfagos alveolares (pulmédn), células de Kupffer (h{
gado) y macréfagos de los sinusoides del bazo, ganglios linfiticos, peritoneo
y otras zonas. Hay clerta evidencia de que los macréfagos en el pulmén y en
el higado pueden proliferar localmente. ta maduractdn de los macréfagos va
acompafiada por un aumento en el tamafio celular y en el ndmero de los orga
nelos cttoplésmicos, incluyendo las mitocondrias y los lisosomas (que con--—
tienen las enzimas h{drolftioas), al {gual que otros cambios mot'f’olégicos, -

bioqufmicos y funcionales.

QUIMIOTAXIS

Los mediadores humorales de la quimiotaxis de los fagocitos mononu-
cleares se entienden menos que los de los neutréfilos. Sin embargo, la qui
miotaxis de los monocitos se produce en respuesta a los o\(gopéptidos N-for
milados sintéticos y el Cgy del suero proporciona actividad quimiotictica. -
E1 reclutamiento de los fagocitos mononucleares es afectado en un mayor gra

do por los materiales qulmiorécticos liberados a partir de los linfocitos, co—
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mo el Factor inhibitorio de la migracién, estimulando la acumulacién de fa~
gocitos atrafdos por quimiotactismo en los focos de inflamacién por factores

necroticticos, restos celulares, células desvitalizadas, etc.

OPSONIZACION
Las membranas de los monocitos humanos y de los macréfagos contie-

nen receptores para las igG (subclases IgG, e lgGa) v CS' Por lo tanto, pre-

1
sumiblemente el proceso de ppsonizacidn sea semejante al que ocurre en los
neutrdfilos. Las especies de Mycoplasma tienen la capacidad interesante (in
vitro) de adherirse a los macréfagos en ausencia de anticuerpos o de comple
mento. Cuando se adhieren, retardan los movimientos ameboideos del fagoc_i_
to. Al agregar el anticuerpo especfﬂco, los micoplasmas son fagocitados y -
destruidos. Tales observaciones experimentales permiten la diseccién de las

fases de adherencia y de lngestién de la funcibn de los fagocitos mononuclea~

res, pero su importancia es incierta.

INGESTION

Los monocitos ingteren bacterias con més lentitud que los neutréfilos,
destruyéndolas con menos eficacia, y utilizan en forma predominante las -
vias metabdlicas dependientes del ox{geno (Fosforilacién oxidativa) para rea
lizar la fagocitosis. No obstante, un estallido respiratorio acompaiia clara-
mente el encuentro monocito-bacteria, con formacién de Ha0p, Og” ¥y OH™,

y ademds quimioluminiscencia.
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MUERTE -

L.os monocitos poseen dos poblaciones de lisosomas. La primera apa-
rece desde el principio de la maduracidn de los monocitos y contiene mielo~
peroxidasa, arilsulfatasa y Fo.sr‘atasa dcida. El contenido de la segunda pobla
ctdn de lisosomas, que aparece posteriormente, es desconocido. Los mono
citos no poseen las protefnas catibnicas bactericidas de los reutrdfilos; no-
tienen lactoferrina. Sin embargo, el sistema Haluro~-MPO~HpQ,p opera al ~
parecer, ¥y los monocitos de los enfermos con padecimiento zranulomatoso
crénico tienen actividad microbicida alterada. Los lisosomas primarios, -
pueden fusionarse con las vacuolas Fagoc{ticas o ves{culas pinoc(ticas para-
producir lisosomas secundarios. Hay urma relacién definida entre la activi-
dad endocftica yla formacién de lisosomas; a_med{da que los macréfagos ma
duran hay elevacidn progresiva en los lisosomas y en su contenido de enzi-

mas hidrol{ticas.
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CaRITULD ¥

METODOS DE ESTUDIO DE LA
FUNCION DE LLOS FAGOCITOS

Después de haber revisado y comprendido los mecanismos funciona~
les normales por los que los leucocitos son atrafdos a la zoma de inflama~
cidn y cémo actdan al llegar allf, veremos ahora que hay algunos casos que
el mecanismo de defensa resulta defectuoso por el acortamiento de la vida-
media de los leucocitos y en otros casos, que son los que nos interesan, rg
suttan funciomlmente anormales e incapaces de participar en la defensa del
huésped; en estas situactones estamos ya hablando de alteraciones y ocbvia~
mente de enfermedad.

No es el objeto de este trabajo el ver los trastornos cuantitativos en—
cuanto al imero de fagocitos, sino cualitativos en cuanto a funcidn, En los
trastornos cualitativos de los neutrdfilos en que mturalmente se considera~
que el rdmero total de leucocitos potimorfonucleares es normat o algunas ve
ces elevado, el dafio puede estar en cualquiera de sus funciones: movitidad,
reconocimienta, ingestién, degranulacién y destruccidn {ntracehjlar; dando~
lugar a una serie de padecimientos y por lo tanto a diferentes métodos de e§_.
tudio de estas funciones.

Las pruebas de laboratorio empleadas en la practica clfnica son dispo-~
nibles para sujetos con diversas enfermedades que se pueden estudiar en tég_
minos de las cinco funciones mencioradas.

Movilidad. Los neutrdfilos tienen que abandonar la sangre y entrar ern-
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el espacio perivascular para cumplir su papel en el mecanismo de defensa.
La rnigracién a través del espacio endotelial y de la membrana es una carac
ter{stica no separada completamente de la quimiota;cis.

Todos los estudios de la migl‘acl6n de los grarulocitos in vivo se basan
en el trabajo precursor de Rebuck y sus colaboradores (Rebuck y Crowley, -
19585), que emplearon la écnica de 1a ventana cutdnea con un cubreobjetos, -
consiste en hacer una pequefia herida en la piel y se cubre con la laminilla -
que se cambia cada dos horas, durante 24 horas. £1 examen microscépico -
permite estudiar la cantidad y tipo de células que acuden a 1a "defensa". Nor
matmente se presenta un cdimulo de polimorfonucleares en las primeras ho-
ras, que es sustituido por uno de linfocitos, pasadas las primeras 6 horas.
Un perfeccioramiento de esta técnica, es el método de la cdmara cutinea -
plastica, (Senn y Jungi, 1975), o la cidmara de caucho utilizada por Helium-
y Solberg (1977). La técnica de la ventana cutinea pldstica, tiene una res-
puesta celular predominantemente de neutréfilos. Se ha sugerido que la téc
nica de Rebuck, es un modelo de reaccién a cuerpo extrafio, mienua.s que ~
los estudios de la ventana cutdnea plastica reflejan mejor la migracic’m neu-
tréfila en respuesta a la inflamacidn.

Se han descubierto tres Lipos de respuesta en las personas normales:
respuesta en "p_lco", donde la respuesta maxima se produce cntre las 6 y -
12 horas, descendiendo luego; respuesta en "cuesta arriba", que es més leg
ta pero mantenida; y respuesta en "meseta elevada", caracterizadna por el ré
pido auménto, mantenido en un {ndice alto. Estas respuestas son caracter{s
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ticas y reproducibles en los diferentes individuos; pueden representar la —
forma de respuesta individual a la infeccidn.

Se ohservan anomalfas de la migracién neutréfila a partir de los 40 -
afos de edad, descenso de la movitizacidn en el alcoholismo agudo, dismi-
nucidn en 1a leucemia aguda (granulocitica y linfocftica), descenso de 1a leu
cermnia mieloide crénica, migracién normal en la enfermedad de Hodaking,
disminucidn en el mieloma mﬁlttple y en la cirrosis hepética; en la mayorfa
de estas situaciones estd aumentada la susceptibilidad a las infecciones.

La movilidad aleatoria se prueba por el método del ibo capilar. Los
neutrdfilos purificados en solucidén de albdmina humana al 0.1%, a la con--
centracién de 5 ><106/m1 son colocados en un tubo siliconizado de microhe-~
matocrito, el tubo estd cerrado en la cAmara especialmente construida de-
portaobjetos para microscopio e incluido en arcilla adhesiva, Después de -
llenar la cAmara con acelte de inmersidn, toda la cdmara es colocada so- —
bre la platina de un microscopio. l.a movilidad es evaluada por observacibn
del frente de la columma de leucocitos en el microscopio a intervalos de una
hora. La medicidn se expresa en mil{metros de movimiento a partir de la

frontera inicial de la capa de leucocitos empaquetlados.



TABLA 1. ANOMALIAS MENSURABLES EN ALGUNOS TRASTORNOS
DE LA MOVILIDAD GRANULOCITICA.

Trastorno

Chediak-Higashi
Recien nacido

Sindrome del Leu
cocito peresoso

DIABETES

Defecto Quimio
tictico familiar

Quimiotaxis e In
munidad Celular
Defectuosa

Enfermedad de
Crohn

Recuento Absoluto Respuesta a la

de neutréfilos
Bajo

Normal

Bajo

Normal

Normal

Normal

Normal

prueba Reubuck
Disminuido

Mod. Dismin.

Disminuido

Mod. Dismin.

Normal

Mod. Dismin.

Disminuido

Quimiotaxis

Disminuido

Disminuido

Disminuido

Disminuido

Disminuido

Disminuido

Normal

Movilidad
Aleatoria

Normal

Mod. Dis.

Disminuido

Normat

Normal

Normal

Normal

Quimiotaxis. Para poder evaluar la movilidad dirigida de los neutré-

filos como respuesta a estimulos quimioticticos se emplea el sistema intro

ducido por Sephen Boyden en Australia en 1962. Este sistema consiste esen

cialmente de una cAmara con dos compartimientos separados por un filtro -

de membrana horizontal. Los leucocitos colocados en el compartimiento su~

perior, deslizdndose a través de los poros del filtro de membrana cuando u-

na solucién quimiotictica del fluido en el compartimiento inferior es evalua-~

da par conteo del nimeroc de células en la pared baja del filtro (6 la penetra-

cidn de las células a través del filtro) al final de un cierto periodo de tiempo.

36



SUSPENSION DE LEUCOCITOS
LEUCOCITOS SEO0BRE EL
FILTRO

L eucocitos
deslizdndose
en el filtro de

N
TTBOLUGION DE —
membrana,

LEUCOCITOS

~—

-t o Leucocitos que
- "SSsoLucioN T han tocado el fon
_\E_LANCB\ do del Filtro.

~—
Eha J ION BLANCO.

FIGURA 2. EL SISTEMA QUIMIOTACTICO DE BOYDENM

[.os leucocitos son colocados en la parte superior de la cdmara y se de§
tizan por los poros de! filtro "acia la solucién bla~co, que se encuentra en el
compartimiento del fondo. Las células son cottadas sobre el borde inferior -
del filtro o en la solucién misma que se encuentra en el fondo.

Aun-ue este método es simple en teorfa, presenta numerosas dificulta -
des técnicas. Estas incluyen la no disponibilidad de los filtros de amafio es—
tandar del poro, el perjuicio del observador para estimar cuantitativmente -
los neutrdfilos que han emigrado en el microscopio, la pérdlda de células que
se desprenden o atraviesan por completo el filtro, y el fracaso de muchos in-
vestigadores para estandarizar los nimeros de células y los suplementos det

suero.
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Histéricamente esta prueba ha demostrado como 1o hizo John Hurley -
con sus investigaciones, que fracciones de tejido llegan a ser productos qui~
rniotécticus; o como los experimentos de James Hirsch y Sally Zigmond que
demastraron que determinadas soluciones de bajas concentraciones {nducen-
1a guimictaxis, perc inrhiben esta a altas concentraciones.

Més recientemente se ha elaborado otro método para la medicidn de la
quimiotaxis y la movilidad al azar. Esta técnica comprende la emigracidn ra
dial de agarasa en una caja de petrl, En muchos aspectos, el método es simi
lar a la difusidn radial simple. Por la gensral se cortan tres pozos en la aga
rosa. La poblacidn celular problema es colocada en el pozo central. En uno-
de los pozos laterales se coloca un agente quimico de atraccién vy en el pozo-
que cantenfa originalmente células en migracién. De este modo, puede cuan-
tificarse el movimiento dirigido y la movilidad al azar. Este método ha togra
do una extensa aplicactén y en muchos laboratorios ha subsistido a la aplica~
cidn de 1a cdmara de Boyden.

Para hablar de alteraciones o quimiotaxis defectuosa debemos constde-
rar que las alteraciones no necesariamente se encuentran ligadas al ejecutor
de la Funcirfm, que en este caso el fagocito, siro que también pueden deberse
a otros factores también de considerable importancia, que involucran otros-
sistermas del organismo como pueden ser las deficiencias en el sisterma del -
complemento que involucra padecimientos como la anemia drepanocfitica o lu-
pus eriternatoso diseminade v cirrosis hepatica; o bien aromalfas en la inhibi
clén o factores quimioticticos que aunque el suerc rormal los contiene, en —
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situaciones de t{tulos elevados de estos como la enfermedad de Hodgkin y en
la alergia cutinea aguda.

Existen otros padecimientos asociados a la quimiotaxis defectuosa como
la hipogammaglobulinemia, diabetes mellitus y artritis reumatoide.

Reconocimiento. A medida que el neutréfilo se aproxima a su blanco, -
ya sea por movilidad aleatoria o dirigida, reconcce los microorganismos por
la presencia de anticuerpos y del complemento fijados a la superficie del mi
croorganismo. La intensificacidn de la fagocitosis (opsor\izacién) ocurre en
esta circunstancia.

Las pruebas para localizar la presencia del complemento y los recep-
tores F¢ de los anticuerpos sobre los neutrdfilos son instrumentos de inves—
tigacidn y no tienen aplicacidn clinica directa. La necesidad de recubrir los
microorganismos con anticuerpos o complemento (opsoninas) para fagocito-
sis se puede determinar empleando sueros deprovistos de uno o de ambos -~
factores, siguiendo por un ensayo de ingestidn y destruccién intracelular sub
siguiente. Ademis, los receptores para IgG y el complemento sobre los neu
tréfilos al igual que los fagocitos mononucleares pueden descubrirse con fa-
citidad por la formacidn de rosetas con eritrocitos recubiertos con comple-
mento o de IgG. Tales ensayos, no han sido ampliamente usados en la cifni-
ca para el estudio de 1a insuficiencia de las defensas del huésped contra la —
infeccidn pero poseen valor promisorio considerable para dilucidar los defec

tos en la fase de reconocimiento de la fagocitosis.



Aungue el término ingestién aquf sea diferente del de degx‘anulacién, en
general ambos términos se asocian, de manera que las expresiones como f_r]
dice fagocitario que se refieren al nimero promedio de part(culas ingeridas,
deberfan ser consideradas en realidad, como mediciones de la ingestién y no
de la fagocitosis. Después de la lr\gestlén de part(culas o de microorganis--
mos, el elemento ingerido es fijado por la membrara invaginada de la super
ficie celular en un organelo llamado fagosoma. Poco después los lisosomas-
se fusionan con el fagosoma para formar la estructura llamada fagolisosoma.
La degranulacién es el proceso de fusién de los lisosormas y de los fagoso- =
mas con la descarga subsiguiente del contenido intralisosémico en el inte~ -
rior del fagolisosoma. La etapa final de la fagocitosis depende de la termi-
nacién afortunada de las etapas precedentes: movilidad, reconocimiento, in-
gestién Yy degranulacidn. Una diversidad de sistemas intraleucocitarios inte~
gran el arsenal de los neutréfilos. QObviamente, algin defecto en la destruc-
cibn intracelular, podrfa ser el resultado de cualquiera o de una combinacién
de estas funciones. Sin embargo, enla préctica clfnica solo dos ensayos se¢
han usado ampliamente a saber; la reduccién del colorante nitroazul de tetra
zolio (NBT) y 1a prueba de la muerte intraleucocitaria. Se espera que los en
sayos metabdlicos y antimicrobianos especificos para otros eventos intrateu
cocitarios se vuelvan accesibles para un futuro no muy lejano.

Cuando se incuba con neutréfilos, el nitroazul de tetrazolio, se reduce
¥ produce un precipitado azul oscuro de formazén, L.a proporcién de neutrd
filos que reduce el colorante puede cuantificarse por recuento celutar en'un
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portaobjetos o por espectror‘otometr(a. Aunque no estd claro el mecanismo -
exacto de esta reduccién del colorante, este proceso parece estar asociado
con la actividad derivada de la via hexosa monofosfato durante la fagocitosis.

En un portaobjetos cédncavo con silicdn se colocan aproximadamente 0.1
mitilitros de sangre heparinizada y se mezcla con un volumen igual de solu-
cién salina amortiguadora de fosfato 0.15 M, pH de 7.2; se coloca en cdma-
ra hdmeda 15 min a 37°C vy 15 min a temperatura ambiente, se hacen frotis,
se seca al aire y se contratifien con colorante de Wright.

Se cuentan 100 neutréfilos en inmersidn, y se constderan positivos al
NBT aquellos que presentan un nico y gran depdsilo azul oscuro o miltiples
depdsitos similares mis pequefios (todavia mayores que los grénulos neutrd
filos). Se ignoran los monocitos o plaquetas que pueden contener depc')sitos -
de formazdn. El resultado se registra como el porcentaje de neutrdfilos po—-
sitivos al NBT,

Los individuos normales tienen menos de un 10% de neutrdfilos positi-
vos al NBT, como ocurre en los pacientes con leucocitosis de origen no baE
teriano (por ejemplo: artritis reumatoidea, lupus eritematoso, etc.), enfer-
medades postquirdrgicas e infecciones viricas. En individuos con infeccio-
nes Aocalizadas, la prueba de NBT es también normal. Un porcentaje de nea
trdfilos positivos al NBT elevado (11% o més) es caracter{stico de las {nfec—
clones bacterianas sistémicas y esté presente también en la tuberculosis di
seminada, infecciones micéticas sistémicas, malaria, también en recién -
nacidos. Esta prueba, por consiguiente puede ser valiosa para ayudar a dlg
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tinguir entre las infecciones bacterianas sistémicas y las no bacteriamas o -
procesos en pacientes febriles antes de disponer de cultivos bacterianos de~
finitivos.

La prueba NBT también es Gtil en la deteccidn de defectos congénitos
* de la funcién neutrdfila, como la enfermedad granulomatosa crénica. En es
te trastorno se hallan ausentes o casi ausentes los neutréfilos positivos, al

NBT.
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CONCLUSIONES

El estudio de las células fagociticas de la sangre fué enriquecido por
el estudio de dos eventos de suma importancia en medicira: la inflamacién
y la leucemia. El estudio de estos eventos y principalmente el de la infla-
macién se reméntan a la medicina egipcia y-la medicina romana, donde se
hace la mejor y mis antigua definicién de 1a inflamacidn, y de ah{ hasta -
que Cohnheim y Metchnikoff sientan las bases del estudio de 1a funcidn fa-
goc(tica, enriquecida por estudios posteriores que en la actualidad cuentan
con adelantos tan importantes como el microscopio electrénico.

Las caracter{sticas innatas de las céululas fagociticas en la defensa -
del organismo es una consecuercia del perfeccioramiento de la especializa
cibn de los tejidos por el proceso de evolucién, caracter{sticas que se ex
presan fisioldgicamente como eventos con actividades fisioldgicas diferen—
tes, que en conjunto representan uno de los sistemas de defensa més impo_[
tantes del organismo animal: la inmunidad celular.

Aunque estas actividades se expresan en términos genex‘aha.s como fa-
gocitosis: este mecanismo involucra cuatro funciones bisicas: locomocién
(adherencia y marginacién), fagocitosis, degranulacién y muerte.

Estas funciones muestran su importancia cuando la ausencia de una de
ellas da como consecuencia alteraciones que se manifiestan como enferme-
dad. Surge de aquf la necesidad de evaluar estas enfermedades; y puesto -

que cumple con estas finalidades fundamentales de la clinica médica, se -
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consliluyen como amilisis clfnicos; andlisis que si bien en el momento actual
no son un método de laboratorio usual, no cabe duda que en un futuro se em-—
pleardn plér\amente.

Los métodos de estudio menciorados en este trabajo, al igual que las
funciones también revisadas, al estudiarse en conjunto nos dan un panorama
que ros conduce al diagndstico cifnico y es por lo tanto importante mencio--
nar que uno de los métodos de estudic de la funcidn leucocitaria nos puede a
yudar a evaluar ura o mds funciones, y a su vez, uma funcién puede ser eva-
luada por uno o mis métodos.

As{ tenemos que la prueba de Rebuck nos permite no solo comparar la
migracién de leucocitos, siro también nos ayuda a estudiar los efectos de -
varios agentes quimioticticos sobre los fagocitos.

Con respecto a la quimiotaxis, mencionamos que lo mas probable es ~
que 1a migraclén extravascular de neutréFilos sea causaaa por gradiente de
sustancias quimioticticas ya definidas, y que una prueba que nos ayuda a {-
dentificar tales sustancias, nos pone ademds de manifiesto si las células fa
gocfticas de un organismo (humano) no se desplaza a la velocidad requeri-
da por el mecanismo o simplemente no se desplazan,

La administracién de sustancias quimicticticas por vfa intravenosa a
anlmales de experimentacién produce um répida neutropenia, es decir, que
el incremento de la marginacidén se lleva a cabo por sustancias quimioticti-
cas, y sl'esto sucede con sustancias preparadas in vitro, in vivo las sustan

cias quimioticticas naturales regulan fisiolégicamente la cantidad de fago-
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citos que se tienen marginados en ¢l organismo en condiciones normales.

Con respecto a la prueba de nitroazul de tetrazoltio, sc debe reservar
para el diagnéstico de la enfermedad granulomatosa crénica, para el estu-
dio de los factores involucrados en la fagocitosis y para la identificacién -
de enfermos con defectos en la deslruccidn intraleucocitaria.

Se ha desarrollado mucha informacién en los dltimos afios respecto a
los trastornos funcionales de los leucocitos, sin embargo en la mayorf{a de
los casos no se ha definido la maturaleza especffica de los defectos. Con -
respecto a los métodos de estudio, estos adn se encuentran en desarrollo
de nuevas pruebas, y se requiere que se superen las limitaciones de las -
pruebas ya establecidas, que aln se encuentran mal definidos los pardme-
tros de comparacién sin considerar las alteraciones sufridas por los leuco

citos durante su obtencidn y atslamiento en las prucbas in vitro.
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