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RESUMNEN

El naclmiento .representa la primera y mis importante exposicién
del organismo humano a un mundo lleno de estimulos antigénicos, muchos
de ellos patdgenos. En la etapa neonatal la wadurez del sistema inmune
es menor comparada con la de los adultos y nifios mayores, a ello se
debe su mayor predisposicién a las Infecclones bacterlanas y finglcas;
es por esto que los mecanismos inespecificos juegan -un papel cruclal
en esta etapa en la defensa del organismo ya que la destruccién final
de microorganismos {nvasores se lleva a cabo por fagocltosis y
activacién del complemento. Para evaluar la funcién fagocitica en el
neonato se propuso la adaptacién de la técnica original de Levitz y
Diamond (J. Infec. Dis. 1985 ,]52 :938-945) a upa microtécnica que no
utilizace mis del 2 % del volumen sanguineo del neonato y complementar
este estudio con la evaluaclén de 1a fagocitosls por reduccidén de NBT
en mlcrotécnica tamblén. Asimismo se propuso establecer por éstas
microtécnicas las diferenclas en % de M.1., % de Fag. e Ind.Fagocitico
entre PMN de adultos y de recién nacldos. Para la evaluacién de las
microtécnicas se selecclonaron 16 recién nacidos bajo los criterios de

selecclén brcpuestos para este estudlo. Los resultados fueron los

sigulentes:
RECIEN NACIDOS ADULTOS
% M.1. PROMEDIO 43.95 44.56
% FAG. PROMEDIO 38.96 39.00
IND. FAG. PROMEDIO 1.7 1.73
Se concluye que desde el punto de vista celular éstos

parédmetros son \guales para PMN de adultos y neonatos.
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INTRODUCCION

1) Mecanismos de Defensa lmminclbgicos.

El naclmlento representa la primera y mis importante exposiclén
del organismo a un mundo lleno de estimulos antjgénicos, muchos de
ellos patégenos para el ser humano; deb.ldo a ésto el organismo
desarrolla una capacldad de respuesta inmune l?acla estos estimulos.
Esta respuesta depende del estado de madurez del sistema inmune, de la
resistencia individual, 1la herencla genética y raclal, el estado
nutricional y la edad, entre otros (1,2).

Esta capacldad de respuesta puede resumirse de la slgulente

manera: (1,3,4,5)



MECANISMOS INESPECIF10OS.

Estos mecanismos representan una inmunidad natural o
innata del organismo el cual no necesita haber estado en
contacto previo con el estimulo antigénico y actua
indiscriminadamente contra cualquier estimulo. Se dividen
en: a) Mecanicos (tos, estornudo, lagrimeo, sallvacién,
micclén, defecacién, descamacién de la plel.)

b) Dependientes del pH: 4clido en el sudor y en la vagina.
c) Proteinas bactericidas o bacterioestiticas: Espermina
presente en el semen, Llsozima en saliva y léagrimas,
producclén de Interferoén, acclién litica del complemento.
d} Medladores del proceso inflamatorio.

e} FAGOCITOSIS.

MECANISMOS ESPECIFICOS.

Estos mecanismos representan una inmunidad adquirida o
adaptativa, los cuales actuan contra el estimulo
antigénico especificamente. Se dividen en:

1) Inmunidad Humoral.~- Mediada por anticuerpos especificos
producidos por los linfocitos B, contra el agente causal
o sus productos, existe la: ) Inmunidad Pasiva.- Estado
temporal de resistenclia debjde a la administracion de
suero protectores o a la transferencia de inmunoglobulinas
11) Inmunidad Activa.- Estado permanente de resistencia
debido a la exposicién directa del organismo a los
antigenos (infeccién o vacunacién). Se crea una memoria
inmunolégica protectora.

II) Inmunidad Celular.- Medfada por linfocitos T, los
cuales al activarse por medio de antigenos especificos vy
otros estimulos, producen mediadores llamados iinfocinas
que tlenen implicaclones sobre las células T efectoras,
entre otras y actuan en combinacién con los macréfagos y

{_en 1a cooperacién entre linfecitos T y B.

Cuadro 1,- MECANISMOS DE DEFENSA INMUNOLOGICA.



En la etapa neonatal la madurez del sistema lnmune, en general,
es menor que la de los adultos, esto se refleja en una producclén
tardia de inmunoglobulinas, por ello a los reclén nacldos se les
transflere pasivamente a través de la via placentaria un nivel de IgG
< 89 % en comparacién con la de la madre, en tanto son capaces de
producir las proplas. Estas inmunoglobulinas transferidas desaparecen
en el transcurso de los dos a sels primeros keses de vida, mlentras
que las inmunoglobulinas del reclién nacido aparecen alrededor del
segundo mes de vida alcanzando niveles normales entre un afio y cuatro
afios de edad o incluso mucho después (6,7).

Esta madurez del sistema lInmune también se refleJa en los
mecanismos de defensa inespecificos del recién nacldo. Dentro de estos
mecanismos, la fagocitosls Juega un papel cruclal en la defensa del
organlsmo, pues la destruccién final de microorganiswos invasores se
lleva a cabo por éste mecanismo y por activacién del complemento
(2,3,6,7).

No se puede hablar de una separacién tajante entre los mecanismos
especificos e lnespecificos de defensa y sus medladores, ambos
mecanismos interactdan a varios nlveles, comparten funciones,
complementan acclones y tienen como unice fin la defensa de la
integridad del organlsmo., por estas razones es !mposible hablar por
separado por ejemplo, del proceso de fagocltoslis y de la reacclén de

inflamacién ya que ambos estan estrech ite relacl d asi

tenemos que en la reacclén de inflamacién no sélo Interviene el

sistema inmune sino también el =sistema complemento, el sistema de



coagulacién, el sistema de cinlnas y el sistema fibrinolitico. En el

diagrama 1 8e muestran los eventos que suceden en la reaccién de

inflamacion y la  interaccién de los mecanismos especificos

inespecificos (2,3,5,8).

1CROORGANISMO M
Ag especificos Estimlo Dafic Tisular
para Linf. B blanco para

cel.cebada

| l

+
Via Via élula Cebada
Alterna Clésica i
Complem. Complen. |

C3a / C58 —w—mesreeedsseey Medladofes de la
Inflamacién ¢
(histanina, serotonina, etc)

i
Complemento [ Anticuerpos Pcl{m{"gwglgfres Cinlnas | Fibrinbgeno

VASOYSANGUINEO

Diagrama 1 .- REACCION DE INFLAMACION
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La liberacién de histamina y cininas provoca: vasodilataclén,
incremento de la permeabllidad capllar, aumento de la quimiocinesis y
causan retraccién de las células endotellales, mientras que la
activacién del sistema complemento produce anafilotoxinas que son
factores quimlotadcticos para las células fagociticas, las cuales son
atraidas por éstos factores al sitio de la inflamaclén incrementando
con esto la fagocltosis del microorganisme invasor. Todos estos
eventos en su conjunto causan los sintomas clinicos de la inflamacién:
dolor, tumor, calor y ruber (1,2,3,5).

La fagocitosis se lleva a cabo en el organismo humanc por los
monocitos de sangre periférica, los macréfagos tisulares y por los
polimorfonucleares, éstos ultimos son los mis importantes debido a que
se encuentran en mayor cantidad, sus sistemas microbicidas son muy
potentes y eficaces, son los primeros en actuar en una primoinfeccién
o infecclén aguda (9,10). Una ausencla de estas células fagociticas
implica quedar inerme y a merced de las infecciones, es por ésto que
su produccién y maduracién son tan importantes en la etapa neonatal ya
que en esta etapa son éstas células las que se encargardn de la

defensa del organlsmo.



11) Ontogenla de los Pollmorfonucleares (PHN).

Los PMN (neutréfilos, eosinéfilos y baséfilos) se origlnan en
médula ésea y comparten un origen comin con las células cebadas,
llamados todos en conjunto “"granulocitos”; todos ellos se derivan de
una célula progenitora llamada mieloblasto, la cual se encuentra en
médula ésea. El mieloblasto, ya comprometido para evolucionar hacla
neutréfilo, pasa por varias etapas de maduracién; la primera etapa es
el promlelocito en la cual se producen los granulos azuréfilos o
primarios los cuales contlenen mieloperoxidasa, hidrolasa A&cida,
l1sozima, elastasa, catepsinas y glucosidasas Aacidas. El promlelocito
prolifera y da lugar al mielocito, en esta etapa aparecen los grénulos
especificos o secundarios los cuales aparecen primeramente en la zona
del Aparato de Golgl, pero a medlda que se desarrollan se extienden
hacia el citoplasma; estos gridnulos contienen lisozima, colagenasa,
fosfatasa alcalina y lactoferrina. El mielocito es la ultima etapa |
capaz de divisién celular, por lo que las granulaciones azuréfllas
disminuyen por célula y las granulaciones especificas aumentan,
convirtiendose finalmente en un neutréfilo maduro un 80% de gréanulos
egpecificos y un 20% de granulos azuréfilos. La slguiente fase es el
metamielocfto que posee un nucleo dentado en forma de rifibn, cromatina
condensada y pocos camblos citoplasmiticos. Le sigue la fase de
neutrdfilo en banda los cuales presecntan cropatina condensada en forma
alargada, en esta fase comienza una constriccién parcial del ntcleo

hasta que se forma un fllamento delgado entre los lébulos del nucleo,



a partir de este momento puede considerarsele como un neutréfilo
segmentado o pollmorfonuclear, uitima etapa de 1la maduracién
{1,3,11,12,13).

Los neutréfilos representan del S0 al 70 % de los leucocitos
clrculantes en sangre periférica en el ser humano normal adulto de
raza blanca y en los individuos de raza negra es alrededor del 65 % .
Los neutrofilos presentan un tamafioc de 10-12 pm en frotis y de 7-9 um
en cortes, su nlcleo posee de 2 a 5 lébulos unidos por filamentos
delgados de cromatina que se arreglan en forma de E, Z o S, tienen una
vida media de 6-:20 hrs. en sangre periférica y en los tejidos en
condlclones de equillibrio aproximadamente de 4-5 dias, son producidos
a una velocidad de 1.6 * 10° células/Kg dia; el tiempo de maduracién
desde metamielocito hasta pollmorfonuclear se lleva aproximadamente
6.5 dias; poseen marcadores y receptores de superflcle para la
fraccion Fe de las lnmunoglobullnas IgGi e 1gG3, para las fracclones
Caa, C3b y Csa del complemento y para CR1 y CR3 que son receptores
relaclonados con la adherencla y la fagocitosis (1,3,12,14,15).
También presentan propledades de adherencia al vidrio y al plastico

(1).
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111) Monocitos y Macréfagos.

Los monocitos y macréfagos poseen tamblén capacidad fagocitlica,
éstas células representan la segunda llnea de defensa del sitlo
lesionado. Los monocitos migran de sangre periférica al sitio dafiado,
mientras que los macrofagos se encuentran en: tejido conjuntive
{histiocitos), en higado (Células de Kipffer), en pulmones (macréfagos
alveolares), en bazo (macréfagos fijos y llbres), en ganglios
linfaticos ((macrofagos fiJos), en médula ésea (macrofagos), en
cavidades serosas (macréfagos pleurales y peritoneales), en cerebro
{mlcroglia) y en rifiébn (macr6fagos mesangial intraglomerular}. Los
monocitos y macréfagos poseen propledades de adherencia al vidrio y
plastico, presentan receptores de membrana para fracciones Fc de IgGi,
1gGa e IgE, tamblén para las fracclones del complemento Cab, para
pequefias cantidades de HLA~DR y para Interferén y (1,3,9,12,16).

Los macr6fagos ademds de su funcién fagocitica juegan un papel
muy importante en la inmunidad mediada por células, se lnvolucran en
la tnlciaclén de la respuesta inmune al ser uno de sus papeles

lmportantes la presentacién de antigenos a los linfocitos T, son

T bles del pr iento del antigeno y de la produccién de

IL-1. Tamblén producen prostaglandinas, factores del sistema
complemento y del sistema de coagulaclén, necesarlos en los procesos
de inflamacién y flebre; una vez activados los macréfagos, por

exposlclén a ciertas linfocinas, su capacidad fagocitlca se ve

aunmentada (1,2,3,9).
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Algunas propledades de los macréfagos activades en comparacidn

con los macréfagos normales son: (1)

Aumento del tamafio.

Aumento de la actividad mitédtica.

1

Aumento de la actividad de la membrana rizada.

Aumento de la adherencla al vidrio.

Aumento de la utilizaclén de la glucosa a través de la via de

1a hexosamonofosfato (HMF).

Producclén y liberacién de colagenasa.

Héyor produccién de activador del plasmindgenc y de las

prostaglandinas.

Aumento del 1nflujo de Calcio.

1

Aumento del monofosfate de guanosina ciclico (GMPe).

Aumento del numero de granulcs citoplasméiticos.

1

Aumento de fagocitosis de particulas recublertas con IgG y Cab,

1

Aumento de la Plnocitosis.

Aumento de la destruccidn bacteriana.

Inhibicién y destruccién de tumores,

- Mayor actividad fagocitica.

12



Iv) Etapas de la Fagocitosls.

A diferencia de la plnocitosls, definida como la captaclién de
particulas de diametro Inferlor a 10 nm observada en otros tipos
celulares, la fagocltosls es reallzada exclusivamente por las células

fagociticas, ver figura t (5).

« PAGOCITOSIS
VACUOLA PAGOCITOSIS M

VACUGLA
PAGOCITICA

LIS0300

PIROCITOSIS

VACUOLA

CUERPO

4 VACUOLA
RESIDUAL

DIGESTIVA

Figura 1.- FAGOCITOSIS Y PINOCITOSIS.

Para que se efectue la fagocitosis con éxlto deben de realizarse
una serie de etapas secuenclales interrelaclonadas entre si, las
cuales s6e pueden dividir en: A} Quimiotaxis, B) Reconocimiento
(opsonizacién), C) 1Ingestién y formacién del fagosoma, D)

Desgranulacién y E) Destruccién Intracelular, ver figura 2 (1).
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Flgura 2 .- ETAPAS DE LA FAGOCITOSIS.

A) QUIMIOTAXIS.

La quimlotaxis es el proceso por el cual las células fagociticas
son atraidas al sitio dafado o a su veclndad. No sélo las clninas
atraen a las células fagociticas al sitio lesionado, tamblén existen
componentes humorales que actisn como factores quimiotédctlicos
provenientes de la via alterna o de la via clisica del complemento. La
activacién del slistena complemento produce, por fragmentaclén de los
componentes C3 y C5, las fracciones C3a, Cib, Csa y Csb, ademds de la
formacién del comple)o activo Ce?8. Los fragmentos C3a, Csa y el
comple)o Cs7e son factores quimiotdcticos para los neutréfiles, siendo
Csa diez veces mis activo que C3a, aunque el efecto neto final es casi
el mismo dada la mayor concentracién de Caa. Tanto Cza como Csa son
“anafilotoxinas" y causan contraccién muscular débil, incrementan la

perseabllidad vascular, provocan la desgranulacién de células cebadas,

14



estimulan en los PMN la produccién de leucotrlenos, especialmente B
que prolonga la permeabilidad del endotelio y activan a los mecanismos
bactericidas del fagocito (1,3,7,10,16).

El reclutamiento de los fagoclitos mononucleares hacla la zona
dafiada se lleva a cabo por factores quimjotdcticos llberados por los
Linfocltos T sensibllizados con antigenos, uno de éstos factores es el
factor de inhlblcién de leucocitos (LIF} (3), que impide su migracién

de la zona dafiada.

B) RECONOCIMIENTO.

Uno de los mecanismos por los que las células fagocitlicas vencen
los factores antifagociticos para reconocer a los mlcroorganlsmos
lnvasores es graclas a las opsonlinas, que son anticuerpos o factores
del sistema complemento, las cuales tienen la caracteristlica de unirse
a la superficle del nmicroorganismo promoviendo con esto la
inmunoadherencia a las células fagocitlcas; esto hace a los
microorganismos mds susceptibles de ser ingerides por los fagocltos.
La inmunoadherencia se lleva a cabo graclas a los receptores de
membrana que presentan los fagocitos para las opsoninas.

Existen tres mecanlsmos diferentes por los cuales puede ocurrir
la opsonizacién:

1) La opsonlzacién puede ser inespecifica a través de la via
alterna del cozplemento. En este caso el fragmento Cab se une al

microorganismo debido a los polisacarlidos presentes en su membrana

15



celular y asi se desencadena la actlvacién del complemento que
finaliza con la destruccién del microorganisme (1,3,7,10,11,16).

2} El anticuerpo especifico por si sélo puede opsonizar al
microorganismo, sobre todo cuando éstos no presentan receptores
adecuados para las células fagociticas o cuando los microorganismos no
activan por si mismos al complemento y requleren de antlicuerpos
especificos para ser fagocltados como: M. leprae , T. gondil ,
M. tuberculosls , R. prowasekii, C. psittaci, etc. El antjcuerpo
especifico se une al microorganisme por la fraccién Fab dejando la
fraccién Fc llbre para unirse a los receptores de membrana presentes
en las células fagocitlicas, actuando el anticuerpo come un puente
entre el microorganismo y el fagocito. Este mecanismo es mis eficiente

que el anterior (1,3,4,7,12,16).

3) El tercer mecanismo de opsonizaclén es a través del anticuerpo
especiflco actuando Junto con el complemento por la via clésica. Se
necesltan dos IgG o una IgM unlidas al microorganismo para que se fije
la fracecién C1 a estas y asi comenzar la activaclén por via clasica
del complemento. Este es el mecanismo de opsonizacién mis eficiente

que se conoce (1,3,16).

En el dtagrama 2 se presenta la accién aniloga de las vias

clésica y alternativa del complemento.
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VIA ALTERNATIVA

VIA CLASICA
{ADAPTATIVA) (INNATA)

--------- Factor D

= C3 Convertasa
de la Vfa Al-
ternativa

C3 Convertasa de =
1a Vfs Cldsica

CS Convertasa de = = C5 Convertasa

1a V{a Cldsica de la Vfa Al-
\ / ternativa
C5-9 DE ATAQUE A LA
{ MEMERANA ]

Disgrama 2 .- VIAS CLASICA Y ALTERNATIVA DEL SISTEMA COMPLEMENTO.
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C) INGESTION.

Los neutréfiles, monocitos y macréfagos son fagoclitos activos que
obtlenen su energia a través de la via de la hexosamonofosfato (HMF).
Solamente los macrofagos alveolares la obtienen via la fosforilacién
oxidativa. Una serie de cambios metabolicos ocurren en los
polimorfonucleares durante la fagocitosis. El metabolismo del PMN y

los camblos que ocurren se observan en el diagrama 3 (1).

GLUCOSA
G6P \Q_/GPG Wpsp
NADPS—<NADPH NADPE=XNADPH
4
'GSS SH ! _.0p
9«""
ADP TRIOS \,
¢~_~
(©) N 0,
\
ATP PIRUVATO AMINOACIDO

LACTATO NADY

Dlagrama 3 .- CAMBIOS METABOLICOS EN EL PMN DURANTE LA FAGOCITOSIS.
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Durante la fagocltosis se presenta un aumento de la glucédlisis y
un flujo de glucosa hacia la via de la hexosamonofosfato con el objeto
de proveer a la célula de la energia necesaria para llevar a cabo la
fagocitosis, también se produce acido lactico lo cual hace que el pH
se vuelva #cldo y esto estimula la desgranulaclén y se aumenta el
consumo de 02, éstos y otros eventos conducen a la formaclén de Ha02,
el cual esta involucrado en la muerte intracelular de las bacterias,
Las reacclones numeradas son: (1) se produce ATP para la ingestién de
particulas mediante la degradacién de glucosa a lactato. (2) La
glucélisis produce también NADH a partir de NAD'; {3) el NADH y el Oz
catallzado por la NADH-oxidasa, reacclonan formando H20z2. {4) Este
Ha02 a su vez estimula la via alterna de la hexosamonofosfato (HMF)
oxidando el glutatlén reducldo (GSH) en una reaccién catallizada por la
glutatién-peroxidasa. (5) El glutatién oxidado (GSSG) es reducldo
durante la oxidaclén del NADPH, catalizado por la glutatién-reductasa.
(6) E1 fluJo de glucosa a través de la via de la HMF catalizada por la
glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (G6PD) y por 1la (7) 6-fosfogluconato-
deshidrogenasa (6PGD) generan NADPH a partir de NADP', (8) Otras
fuentes de Hz202 provienen de la NADPH oxldasa y (9) de las reaccciones
catalizadas por la aminoicido-oxidasa. (10) Los datos obtenidos del
estudio de los PMNs deficlentes en G6PD apoyan el concepto de la

existencia de transhidrogenasas que catallzan esta reaccién (17).
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En la flgura 3 se observa a la particula o microorganismo
uniformemente cublerto por las opsoninas, las cuales se adhleren a sus
receptores especificos locallzados en 1la membrana de la célula
fagocitica. En el dibujo central y dereche se observa como 1la
interacclon de los receptores adiclonales con el resto de las
opsoninas guia el movimlento de la membrana plasmatica del fagocito
para que se lleve a cabo la ingestién secuencial y .clrcunferenclal,
quedando finalmente un fagosoma en el interior del fagoclito, fagosoma
que por ende presentard una membrana plasmitica invertida al Interlor
del fagocito. El fagosoma se separa y desplaza por mediacién de los

microtibules y microfilamentos (7,10,16).

Figura 3.- “MECANISMO DE CIERRE".



La unlén del fagocito con el microorganisme estimula la
organizacién y coordinacién de los microtibulos y microfilamentos
hacia el sitlo de la unlén. Estos elementos estan constituides por: la
proteina tubulina, microfilamentos de actlna y mioslna, actina unida 2
proteinas, un cofactor protélico que estimula la actividad de la ATPasa
dependiente de Mgz' y gelsolina que es una proteina reguladora
dependiente de ca®’. El novimlento de sustratos en la membrana
plasmitica es el resultado de los fenémenos de gellficacién y
contraccién que involucran a estas cinco proteinas. La pollimerizacién
de actlna es un fenémenc necesario para que se lleve a cabo la
fagocitosis, la locomocién, la adherencia y la desgranulaclén con
éxito (1,3,7,10,16).

Durante esta etapa también se ve aumentada la sintesis de lipldos
con el objeto de proveer al fagocito de la membrana celular necesaria
para la formaclén del fagosoma {36).

Tamblén se ha encontrade una correlacién entre el dangulo de
contacto, entre los fagocitos y los microorganiseos al momento de 1la
ingestién, y la facilidad para ser fagocitado un microorganismo.
Angulos mayores de 18" indican que el microorganismo es. fadcilmente
ingestado, por ejemplo: Shigella flexner! (18.1°) ; Staphllococcus
aureus (18.7") ; Salmonella typhimurium (rugosa 20°) ; Nelsseria
gonorrhoeae (26.7°) , ete. En camblo los 4ngulos menores de 18°
pertenecen a bacterias que resisten la fagocitosis como: Haemoph!lus
Influenzae (grupo b 17.6°) ; E.coli (grupo 0111 17.2°) ; Klebslella

pneusoniae (17°) ; S.aureus (cepa Smith 16.5°), etc.

21



Estos 4ngulos se deben a 1las propledades hidrofébicas o
hidrofilicas que presenta cada bacteria por lo que es importante no
tomar en cuenta el valor absoluto del angulo, sino su valor comparado
con el éngulo de las células fagociticas. Bacterlas mas hldrofébicas
que los fagocltos pueden ser facllmente fagocitadas (&ngulos > 18°).
mientras que las bacterias méas hidrofilicas que los fagocltos (&ngulos
< 18°) son resistentes a 1la fagocitosis. De aqul se desprende otra
obgervacién importante y es que cuando la bacteria presenta un éangulo
de contacto mayor respecto al del PMN, generalmente la bacteria
presenta baja virulencia, a no ser que presente otros mecanismos de
patogenicidad independlentes de la facilidad con que es fagocitada
como L.monocytogenes , N.gonorrhoeae y M.butyricum que pueden
sobrevivir \intracelularmente. las bacterlas con bajo 4&ngulo de
contacto con respecto a los PMN son virulentas, entre ellas se
encuentran los mlcroorganismos encapsulados; elemplo de ésto es
S.aureus (cepa Smith} la cual posee una cipsula pronunciada, siendo
mas hidrofilica (16.5°) y resiste fuertemente la fagocltosis, después
de la descapsulacién adquiere un 4ngulo de 26° ¥y se convierte en
facllmente fagocitable (37), lo que demuestra el factor de virulencla

de las cApsulas bacterianas y la necesidad de la opsonlzacién.
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D) DESGRANULACION.

El fagosoma hace contacto primeramente con los granulos
especificos que vierten su contenldo dentro de éste y luego lo hacen
los azuréfllos,dando lugar a la nmuerte y disolucién de los
microorganismos. Como sucede en la quimiotaxis y en la ingestién, los
microfilamentos y los mlcrotubulos son importantes en la direccién y
fusién de los fagosomas con los granulos cuyo contenldo se observa en

el cuadro 2 (1,2,3,10,17,18).

GRANULOS AZUROFILOS (12) GRANULOS ESPECIFICOS (22)
mieloperoxidasa ® lisozima *

hidrolasa iclda * colagenasa

lisozlima * fosfatasa alcalina *
elastasa * gelatlinasa

catepsinas lactoferrina *

glucosidasas acldas *

- *® Enzimas que intervienen en la muerte intracelular.-
Cuadro 2.~ CONTENIDO DE LOS GRANULOS DE LOS PMN.

Se ha observado una marcada desintegracién del citoplasma en las
células fagociticas, con pérdida parcial de membranas fagosomales,
vacuclizacién de fagosomas con material granular dentro del citoplasma
y destruccién del nicleo , lo que suglere autodigestién enzimatica;
aunque en la mayoria de los monocitos se observa lisis celular con
pérdida de enzimas, no sucede esto en igual magnitud para los PMN pues
son ads resistentes a sus propias enzlmas (8).

Una vez dentro de la célula, el destino de una particula ingerlda

va a depender de su naturaleza, exlsten tres posibilldades: a) la



célula no la digiere y la elimina al exterior, b) la célula diglere y
destruye a la particula y ¢) la particula o microorganismo destruye a
la célula y puede tomar una posicién intersticlial en los tejides (2).

En la segunda opcién si la célula diglere a la particula es
graclas a las enzimas presentes en sus granulos o llsosomas, aunque no
todas las enzlmas presentes en los lisosomas Intervienen en la muerte
intracelular, sé6lo las marcadas con asterisco en el cuadro 2; el resto
de las enzimas posee una funclén digestiva mis que microbicida (18}.

La desgranulacién tamblén puede ocurrir por exoclitosis durante la
Ingestién o por la pérdida de los fagosomas {nméviles unidos a la
membrana celular; éstos eventos no son tan relevantes como otro tlpo
de exocltosis, por ejemplo cuando la particula a ingerir es demasiado
grande el contenido de los grinulos y lisosomas es llserado hacia la
particula o microorganismo que esta causando el dafio tisular. Esto es
benéfico en el caso de la reaccién de eosinéfllos contra schistosomas,
pero en el caso de la "fagocltosis frustrada" es todo lo contrarlo,

En la fagocitosls frustrada sucede wuna reacclén de
Hipersensibilidad tipo 1II, mediada por el eventual depdsito de
complejos inmunes en las células del huésped; las células dlana
recublertas por antlcuerpos o por fracciones del complemento, actlvan
los mecanismos de reconocimlento de las células fagocitlicas dando
comlenzo al proceso de fagocitosis. Como generalmente las particulas
recublertas son demaslado grandes (eJ. celulas del basamento} los
neutréfilos no pueden ingerirlas "frustréndose" su intento y entonces

liberan el contenido de sus granulos hacla el exterior causando dafio a
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las células de la vecindad. Como ejemplo de este procesoc tenemos a la
Enfermedad del Suero, al Lupus Eritematoso Sistémico y a la Artritis

Reumatolide (3).

E) DESTRUCCION INTRACELULAR.

Las consecuenclas de la fagoclitosis son dliferentes para
nicroorganismos intracelulares [} extracelulares. Para un
microorganismo intracelular representa la oportunidad dé sobrevivir;
pero para un microorganismo extracelular, el cual carece del equipo
necesario para su reproduccién intracelular, representa el principio
del fin. Para evitar este fin los microorganismos extracelulares han
desarrollade sustanclas antifagocitarias como por ejemplo: a)
Cédpsulas, b) Proteina M estreptocdclca, c¢) Fimbrias, d) Proteina A
estafilocéclca, e} Citotoxinas (estreptolisinas O y S; leucocidina
estafilocécica, leucocidina pseudomdnlca} y f) Proteasas.

Los mecanlsmos por los cuales los microorganismos pueden evitar
ser digeridos son: 1) evitar el encuentro con los fagocitos secretando
téxinas y/o sustancias que eviten la reaccién de inflamaclén o de
quimlotaxis; 2) produccién de cublertas celulares que evitan la
adherencia de los fagocitos a ellos (e). capsula de Nelsseria spp y
proteina M de S.pyogenes) a menos que Sse encuentren recublertos por
anticuerpos especificos; 3) una vez fagocitados los mlcroorg.anlsmos
atn pueden resistir la destruccién intracelular previniendo la fusién
de los lisosomas con los fagosomas (eJ. Mycobacterium tuberculosis,

Toxoplasma gondiil y Chlamydla psittaci); 4) reslstencla intrinceca de
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la pared celular por su capacidad para neutralizar a las proteinas
bactericldas, al H202 o al 16n superdxido; S) algunos microorganismos
son capaces de escapar de los fagolisosomas quedando libres en el
citoplasma, donde son inmunes al ataque de los mecanismos bactericidas
(ej. Mycobacterium leprae, Rickettsla prowazekii, Trypanosoma cruzi),
asi el resultado es la muerte de la célula fagocitica y el
microorganismo lnvade los tejidos vecinos. Sin embargo cuando algunos
de éstos microorganismos se encuentran recublertos por antlcuerpos
especificos no logran escapar de la destruccién Intracelular
(1,2,3,16, 18,19, 20).

S1 blen es clerto que no todos los microorganismos son destruidos
por el huésped de la misma forma, lo que si es clerto es que la
destrucion intracelular es uno de los mecanismos mis importantes en la
defensa inmunoléglca y que los mecanismos microbicidas que utilizan
los polimorfonucleares estan mejor caracterizados que los de los
monocitos y macréfagos. Los mecanlsmos microbicidas de los neutréfiloes
humanos pueden dividirse en dos categorias como muestra el cuadro 3

(1,18).
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SISTEMAS MICROBICIDAS DEL WEUTROFILO

1.- ]ndependientes de Oxigenog
a) proteinas catiénicas
b) pH acldo
c) lisozima
d) lactoferrina
e) histonas nucleares
f) elastasa

I1.- Dependientes de Oxigeno

1) Medlados por mleloperéxlidasa

a) mleloperoxldasa
b) peréxido de hidrégeno
¢) pH 4cldo
d) cofactor oxldable

11) Independientes de mieloperéxidasa
a) peréxide de hidrégeno
b} anién superoéxido
¢} radical hidroxilo
d) oxigeno singulete

Cuadro 3

1.~ SISTEMAS INDEPENDIENTES DE OXIGENO.

Estos mecanismos son independlentes del “estallido respiratorio”
y son importantes debido a que algunos mlcroorganismos pueden ser
destruidos bajo condiciones anaerobias, aunque la actividad
microbicida se ve reduclda bajo estas condiclones. Para que se lleven
a2 cabo los sigulentes mecanismos se requiere forzosamente de la fusién

de los grénulos con el fagosoma (1,10,21).

a) Proteinas Catiénicas.
Al wmomento de ingerir el fagocito al microorganismo parece que

existe una fase en la cual el pH del medlo se eleva primeramente antes
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de caer y tornarse acldo, la proteina catlénica fagocitina, presente
en los granulos azurdfllos de los neutréfilos y en algunos de los
macréfagos, es mas toéxica bajo condicliones alcallnas por lo que es la
primera en actuar contra la capa bilipidica exterior de la membrana de

las bacterlas Gram-negativas como £.colif, P,aeruglinosa, S.aureus, etc,

b) pH A4cldo.

Se ila reportado una acldez dentro del fagosoma a]redédor de pH=4.
Esta acldez puede ser consecuencla de la produccién de acido lactico
debido a la glucélisis o se puede deber a la produccién de &cldo
carbénico debido a la presencla de anhldrasa carbénica. Los
polisacdridos microbianos tlene un papel Importante en esta acidez
debido a un intercamblo iénico. Algunos mlcroorga.nlsmos pueden ser

destruldos entre 10 y 15 minutos debido a esta acldificacién.

c) lisozima.

El pH &cldo es éptimo para la actividad de la llsozima, que se
encuentra tanto en los granulos primarios como en los secundarios, y
actua romplendo enlaces 8 1~4 del mucopéptido que constituye la pared
celular de bacterias Gram (+). Algunas de éstas insensibles al ataque
de la lisozima se vuelven sensibles bajo la presencia de aclido

ascérbleco o de H0a,

d) lactoferrina.
La lactoferrina se encuentra dentro de los granulos especificos y

puede Inhibir el desarrollo microbiano debldo a que forma quelatos con
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el flerro llbre y priva a las bacterlas de éste elemento, el cual es

esenclal para su desarrollo.

e) histonas nucleares.
Presentan activldad antimicrobiana directa. Estas hilstonas son
liberadas en los te}ldos vecinos por la muerte y autolisls de las

células.

f) elastasa.
La elastasa de los granulos primarios se lnserta a los
mucopéptidos de las paredes de clertas bacterias y es mds lmportante

en la dlgestién de mlicroorganismos muertos, que en su destruccldn,

11.~ SISTEMAS DEPENDIENTES DE OXIGENG.

1) Mediados por mieloperoxidasa (MPO}.

El mecanismo de accién microbleida del sistema mediado por MPQ
implica la reacclén del Ha0z con el flerrc de los grupos prostéticos
hemo de la MPO, para produclr complejos enzima-sustrato con fuerte

capacldad oxidativa (1,10,22,23,24).

a) Mieloperoxidasa.

La mleloperoxidasa, presente en los grinuios azurdfilos, se
libera al fusionarse con el fagosoma. En presencia de peroxidasa (o
bajo algunas circunstanclas catalasa de peroxisomas), el Hz02 generade
del metabolismo del neutréfilo mds haluros es transforpade a
hipohaluros, generando sustanclas de tlipo oxidante téxlcas para

bacterlias y virus (36).
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Algunos individuos presentan en sus monocltos deflicienclas
congénitas de mleloperoxidasa lo cual conlleva a una deflciente

actividad bactericida. Los macréfagos tlsulares no poseen peroxidasa.

b) Peréxlido de Hidrégeno
El H202 surge del metabollsmo del neutréfilo segin la sligulente

reacclén:

GLUCOSA + NADP® -—tfo 8¢ 13 hexosa> _ ,  penyosy-FOSFATO + NADPH

monofosfato
1d. - tajtfa
NADPH + 02  ———219280 5 jADP® + 02  { £E5p1Rafrso,
Rt
superoxidoe}
- d ton 31
202 + 2§ ~—dlsmuteclon . yo02 + ‘02 ( fonsaEidn,
espontdnea de futurom
uvcglel m]
cro lcldan’

Algunos microorganismos paradojicamente pueden proporcionar el
H202 que medie su propla destruccién, entre ellos el neumococo y
algunos estreptococos ya que éstos microorganlsmos estan clasificados
como productores de aclde lactico y su oxlidacién terminal esta medlada
por flavoprotefnas que oxlidan el 02 a H202; como carecen de catalasa
el H20z2 se acumula y puede ser usado en el sistema destructor medlado
por MPD (49). Para evitar el dafo celular , los neutréfilos y
macr6fagos poseen dos sistemas para destruir el Hz02, uno es la
catalasa y otro las reacciones enzlmidticas medliadas por glutatién,
como Se observa ensegulda:

catalasa

H202 ——catolone . 1,502 + H20

H202 + 2GSH > 2 H20 + CSSG



El glutatién reducido es regenerado por reacclones acopladas,

esto estimula el flujo de G-6-P en la via de las hexosas.

+
via hexosa

> 2 GSH + NADP j
+

G-6-P

[: CSSG + NADPH2

c) pH Aacido.

El sistema mediado por mieloperoxidasa posee un pH 4cido optimo

de 4.0 a 4.5, condlcién que se cumple dentro de la vacuola fagocitica.

d) Cofactor Oxidable.
Estos pueden ser fluoruros, cloruros, bromures y yoduros. El
neutrofilo posee cloruros en su interlor en cantldades conslderables

por enclma de lo que requiere para la participaclén de éste en las
reacclones medladas por MPO:

H202 + C1™ aleloperoxidana > ocl™ + H20 | 252

> 024 Cl7 + W0

oCl” + Hz0
Con un pH &cido es posible que se forme &cldo hipocloroso, el
cual posee propledades bacterlcidas que podrian actuar a nivel de: .
~ oxidaclén de los grupos sulfhidrllos con lnactivacién enzimética
- oxidacién de yoduros a yodo con dafio directo a las protefnas

microblanas, incluyendo enzimas.
~ produccién de oxigeno singulete (102) la cual es un estado exlitado

del oxigeno y que discutiremos mis adelante.
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~ formacién de cloraminas (R-N-Cl1) como aminas, amidas e imldas.

Los yoduros presentes en suero en concentraciones menores de
1ugsdl o bajo la forma de Triyodotironina (Ta) y Tetrayodotlroxina
{T4), ligadas a la membrana al degradarse y liberar lon yoduro pueden
causar dafio microblano por mecanismos andlogos a las dos ultimas
reacciones (sustituyendo cloruros por yoduros) y por peroxldacién de

los lipidos.

1i) Independientes de mieloperoxidasa.

Para que se lleven a caho estos eventos no es necesaria la fusién
de los grénulos o llsosomas con el fagosoma, es probable que una
enzima (oxidasa presente en la membrana del fagosoma) o tal vez un
citocromo b, sean los responsables de la reduccién del 0z al fon
superéxido. Esta reaccién se lleva a cabo espontdneamente después de
la Ingestién del microorganismo o particula y la consiguiente

formacién del fagosoma.

a} Peréxldo de hidrégeno.

El H202 en concentraclones elevadas puede ser por si mnismo
microbicida, aunque eso depende de la capacldad del microorganismo
para destruirlo ya sea por produccién de catalasa o peroxidasa, la
formacién del peroxido de hldrégeno es:

oxldasa o
cltocrome b

,
2 02 > 2 02" + 2 §° lmautacion _ yo0s + Y02
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b) Anion Superéxido.
La formacién de este anion 0O2° es como se observa en la primera

parte de la ultima reaccién o por reaccién acoplada al metabollsmo:

> 02 + NAD' o NADP'

NADH o NADPH o transhidrogenasa + Oz

El anion superéxido es por si mismo un bactericida 'débil y actia
directamente sobre los microorganismos, aunque existen algunos que
pueden resistir su actividad microbleida graclas a la
superéxido~dismutasa.

.
uporoxid

LA > 02 + H202 { mecanismo
disautass raotector

sado e
[1} croorwln?:nu)

202 + 21

El anion superéxido puede actuar como reductor cuando reduce al
citocromo ¢ ¢ reduce compuestos como los colorantes nitroazul de
tetrazolio (NBT) o amarillo de tetrazolio (MIT), aqui el lon
superéxido plerde un electrén y se convierte en 02 y puede actuar
tamblén como oxldante cuando gana un electrén frente a la eplnefrina y

forma H202. Este anion predomina a pH alcallno.

c) Radical Hidroxilo.

S{ el lon superéxido es un bactericida débil y en combinacién con
el peréxido de hidrégeno produce el radical OH™ que resulta ser uno de
los productos mas téxlcos para algunas bacterlas. Este radical es

producido por PHMN como por monocltos de la sigulente manera:

02" + H02 L > °OH + OH + 'oz
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d) Oxigeno singulete,

Cuando los PMN intactos son incubados con particulas se observa
un fenémene llamado “quimicluminiscencia”, la emisién de luz de color
rojo débil; este mecanismo lnvolucra la generacioén de una molécula de
oxigeno singulete (4g '02 o '02). Este tipo de oxigeno estd en un
estado electrénjicamente excltado generado por la absorclén de energia
que emite un cuanto de luz al regresar a su estado basal, durante la
oxldacién de los microorganismos ingerldos, La quimloluminiscencia no
se observa en ausencia de fagocitosis, en personas con enfermedad
granulomatosa c.rbnlca y dismlnuye en las personas con deficiencla de
MPO (25).

La quimioluminiscencia puede cuanti{ficarse y se correlaciona con
la oxldaclén de glucosa a travées de la derivaciéon de la
hexosamonofosfato. Por lo tanto es un método senslible, uti{l, contlnuo
y no destructivo para medir la actividad microbicida del neutréfilo

(26).



v) DISFUNCION DE FAGOCITOS.

Los trastornos de los fagoclitos se dividen en extrinsecos e
intrinsecos. En los primeros se lncluyen las defliclencias de opsoninas
secundarias debldas a deflcienclas de inmunoglobullnas y de factores
del complemento, supresién del nimero total de {agocites por
inmunosupresores, interferencla de la funcién fagocitica por
corticoesteroldes, supresion de neutréfilos circulantes por Ac
especificos y quimlotaxls anormal de los neutréfilos por deficlencla
del complemento. Los intrinsecos se relacionan con deficlenclas
enzim&ticas de la via metabdllca necesaria para la destrucclon de los
microorganlsmos, los trastornos por estos factores se resumen a

continuacién: (1,2,7,27).

ENFERMEDAD GRANULOMATOSA Es una enfermedad crénlca hereditaria
CRONICA. ligada al sexo. La deflclencla enzimatica
de esta enfermedad se plensa radlca en la NADH o en NADPH oxidasa o en
NADH reductasa. Esta deflclencia provoca una disminucién en el consumo
de oxigeno, abatlendo la utilizaclén de glucosa por la via HMF, poca
produccién de H202 y en consecuencia poca producclén del lon
superdxido. Mayor susceptibilldad a C.alblcans, E.coli, §S.aureus,

S.epldermidis, 5.parcescens y pseudomonas.

DEFICIENCIA DE GLUCOSA~ Existe actividad deficiente de NADH o
6~FOSFATODESH I DROGENAS A de NADPH oxidasas con disminuclén de la
actividad de la via de la HMF y disminucién de la produccién de HeDz.

Loa PMN no destruyen al mlcroorganismo a la velocidad normal.
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DEFICIENCIA DE Existe deficlencia de mieloperoxidasa pero
MIELOPEROXIDASA hay un consumo normal de oxigeno, de la
via de la HMF y de la produccién de H202. Mayor susceptibilidad a

infecclones por candida y estafilococos.

SINDROME DE Trastorno autosémico receslvo de slstemas
CHEDIAK~HIGASHI miltiples con incluslones granulares
glgantes en leucocltos y plaquetas. Anomalias en la quimlotaxis
y muerte intracelular, pero el consumo de 02, producclén de H202 y la
via de la HMF son normales. Susceptibilidad mayor a estreptococos y

pneumococos.

SINDROME DE JOB. Varlante de la Enfermedad Granulomatosa
Crénica, trastornos de abscesos recurrentes frios producidos por
estafilococos en la plel, ganglios linfdticos y tejido subcutdneo con

pocos signos de infecclén y de respuesta inflamatoria.

DEFICIENCIA DE TUFTSIN. Defliciencia famlliar del tetrapéptido
estimulante de la fagocitosis (tre-1is-pro-arg) producido
aparentemente en el bazo por desdoblamiento de una inmunoglobullna.

Este tetrapéptido fué descublerto en la Universidad de Tufts, de alli

su nombre.
SINDROME DEL LEUCOCITO Respuesta quimliotictica deficiente de los
PEREZOSO PMN con neutropenia, respuesta

inflamatoria y migraclén al azar de leucocltos anormales.

Susceptibllidad a Infecclones bacterianas graves.
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1gE ELEVADA, QUIMIOTAXIS Hombres y mujeres presentan desde la
ANORMAL, ECZEMA E infancia eczema, Infecclones recurrentes
INFECCION RECURRENTE, en forma de abscesos y neumonia; los
responsables son los S.aureus y estreptococos beta-hemoliticos del
grupo A. Los niveles de IgE son 12 veces mayores de lo normal. Las
etapas de la fagocltosis se encuentran normales excepto la

quimiotaxis.
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vi) FAGOCITOSIS EN EL NEONATO.

Hasta antes de 1960 pocos estudios se reallzaron acerca de la
fagocitosis en el neonato. En la mayoria de estos estudlos se observéd
una deficliencla relativa de la actlvidad fagocitica del recién naclido
en comparacién con la de nifios mayores y adultos; estos estudios
variaban conslderablemente desde la particula usada en el ensayo hasta
la utillzaclién de suero autélogo u homélogo y la concentracién de este
en el ensayo, especlalmente la utllizacién de sangre total en estos
primeros ensayos hacia imposible una evaluaclén de la eficliencia de la
inmunidad celular y humoral por separade {28).

En 1952 Matoth (28) demostrd que la actividad fagocitica, hacla
los granulos de almidén, era lgual para los leucocitos de adultos que
para los de cordén umbllical de neonatos a término siempre y cuando se
incubaran con una concentraclién de suero mayor del 10 % ; en presencia
de concentraciones menores al 10 % la actividad fagocitica de los PMN
de neonatos era menor que la de los adultos. Gluck (28) en 1957
encontré que los PMN de neonatos prematuros ingleren cantidades
normales de particulas de tinta de la India en presencia de suero
adulto, pero esta actividad disminuye cuando se reallza con suero
autdlogo. Una posible explicactén para estos dos procesos anterlores
serfa que la disminucién de actividad fagocitica se deba a factores
humorales (falta de, o bala concentracién de Inmunoglobulinas o
complemento) mis que a factores celulares . Mlyamoto (28) en 196S

reallzé un estudio en neonatos prematuros usando sangre total y
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estreptococos muertos encontrando que los PMN de neonatos prematuros
eran menos fagocitlcos que aquellos provenientes de neonatos a término
en la primera semana de vlda. Aparentemente tode Indicaba que el
sistema {nmune del reclén nacldo se encontraba deflclente tanto
cualitativa como cuantitativamente, 1lo cual repercutia en una
predisposicién hacla las {nfecclones (28).

Actualmente se ha observado, en relaclén a los aspectos
cuantitativos, que todos los neonatos carecen de un nimero adecuado de
células progenitoras de granulocitos en médula ésea por lo que en
casos de septicemla neonatal el numero de PMN en sangre periférica
puede ser insuficlente (29,30).

También se han demostrado numerosas anormalldades cualitativas en
los PMN de neonatos, especlalmente en sltuaciones de estrés, de bajo
peso al nacer, de pretérminc, de infeccién o de desnutricién (31).
Estas anormalidades {incluyen: disminucién en la capacidad de
deformacién de la membrana, disminucién en la respuesta quimlotactica,
disminucién en la movilidad y locomocién (debido a una falta de
polimerizacién de la proteina actina}, dismlnucién del reconocimlento
u opscnizacién debido a una produccién tardia de inmunoglobulinas,
especialmente de IgM especirlca (6,7), disminucién en la formacién de
fagosomsas, disminucién en la desgranulaclén, disminucién de 1la
ingestién, dismlnucién en la expresion del receptor Cab, disminucién
en la adherencia y defectos en el metabollsmo oxidativo, lo cual

finalmente se traduce en una incapacidad por parte de los PMN para
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fagocitar y destruir a los mlcroorganismos causantes de la Infeccién
(27,32,33). Se cree que esta incapacidad para fagocitar se encuentra
mds relaclonada con una inmadurez en la produccién de factores inmunes
humorales, que finalmente realizan la opsonizacién de microorganismos
o particulas, que con defectos intrinsecos de los PMN (30,32,33).

Las infecclones que generalmente se presentan en los neonatos son
provocadas por microorganismos que normalmente no son tan virulentos
para los adultos, a menos que los adultos se encuentren
inmunocomprometidos; algunos de estos mlcroorganismos comunes en
infecciones neonatales son: S, aureus, S. eplderaid!s, E.coll,
L. monocytogenes, estreptococos del grupo B y C.albicans . Los neonatos
desarrollan infecclones en lugares periféricos como pliel, pulmones y
tejldos subcutaneos, es aqui donde los PMN son de suma importancia en
la defensa de éstas 4reas (33},

Con respecto a C.alblcans si blen es clerto que los linfocitos
Juegan un papel muy importante en la defensa del organismo, el papel
de los neutrdfilos en contra de este microorganismo es critico ya que
ellos lo destruyen o limitan su proliferacién antes de que se
desarrolle una respuesta de tipo celular en contra de esta levadura.
C.albicans es una levadura sapréfita que habita normalmente en el
sistema digestivo humano, la exposlicién del organismo a este
microorganismo comienza desde el principio d;: la vida lactante.

Durante el embarazo aproximadamente gl 25% de las mujeres

presentan infecciones vaglnales por candida y alrededor del 5% de los
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reclén nacldos presentan candidiaslis bucal, que normalmente desaparece
durante el primer mes de vida (2,7)}. Al final del primer afio de vida
casl todos los  nifios han sido expuestos a C.,albicans, y
aproximadamente el 60 % de los nlfios mayores de un afio de edad pueden
dar una respuesta retardada en 48 horas a la lnyecclén Intradérmica de
antigeno de C.alblcans para la prueba cutdnea. Los sistemas oxlidativos
y no oxldativos de los PMN son activos contra C.alblcans , parece ser
que las pseudohifas poseen un receptor que se une a la membrana de los
PMN iniclando as{ los mecanismos microblicidas oxigeno dependlentes

(1,2,7,18,34,35,36).
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vii) IMPORTANCIA DE LAS TECNICAS DE ESTUDIO DE LA FAGOCITOSIS EN EL

NEONATO.

Dada la susceptibllidad y predisposicién que presentan los
neonatos a contraer Infecciones, debido a su inmadurez inmunolégica,
se hace necesario poseer métodos adecuados, sensibles y reproducibles
para evaluar la funcién fagocitica y la capacidad microbicida de los
PMN, esto tlene como fin diferenciar con certeza una disfuncién
fagocitica de una funcién normal o de una funclén inmadura con el
obJeto de aplicar los tratamientos correctos a los recién nacidos o
nifios pequefios que presenten problemas de infecciones repetitivas, o
aplicar medidas preventivas en neonatos con riesgo de infecclén,

Existen varias pruebas para evaluar las diferentes etapas de la
fagocitosis en los PMN. Particul-rmente nos interesamos por evaluar
las etapas de ingestlén 'y de muerte Intracelular, sobre todo esta
dltima ya que conlleva al objetivo final de los fagocitos, destrulr a
los microorganismos extrafios y patégenos al organlsmo del neonato.

las pruebas para la etapa de ingestién proporcionan un medlo
rdpido y simple para evaluar el proceso fagocitarlo global; a veces el
término fagocitosis se usa como sinénimo de ingestién por lo que el
término “Indice Fagocitico® que denota el numero de particulas
promedic Ingerlidas por fagoclto deberia llamirsele en realldad "Indice
de Ingestién". Los métodos para la evaluacién de la ingestiédn de
particulas por ensayos celulares son: 1) cuenta directa de particulas
fagocltadas medlante mlcroscopia ordinaria, 2) estimacién de 1la

radloactividad fijada a la célula después de 1a Ingestién de una
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partf{cula marcada y 3) medicién de algin liplde faciimente tefible
extraido de la célula después de la ingestlén (1}.

Estas pruebas se ven afectadas por la presencla de: factores
humorales (opseninas) que intensifican la captaclén de particulas, la
presencia de suero que contiene factores de coagulacibn, la necesldad
de agitaclén constante o volteo de células y de las particulas para
aumentar al miximo el contacte y la captaclén de estas ultimas, el
tipo o tamafio de las particulas empleadas y finalmente la praporcién
en que se encuentren las particulas en relacién con los fagocites (1).

En nuestro case se escoglé upa prueba de cuenta directa de
particulas fagocitadas medlante mlcroscopia ordinarla (43}, la prueba
es 13 de reducclén del colorante cloruro de nitroazul de tetrazolilo
(NBT); este colorante es un compuesto hidrosoluble de color amarillo
claro que forma formazan, un colorante de color azul intenso cuando se
encuentra en su forma reduclda, Los neutréfilos pueden reduclr el
colorante después de la Ingestlén de particulas, subsigulente a 1la
explosién de energia generada a través de la derivacién de la via de
la HMF. El1 colorante reducido se puede medir mediante un
espectrofotémetro después de su extraccién de los neutréfilos con el
solvente orgénice piridina, si la prueba se realiza cuantitativamente
o como se mencioné anterlormente, en nuestro caso se observd al
wicroscoplo elnumero de particulas Ingeridas por cada fagocito,
realizéndose la prueba de forma cualltativa (1,38).

El mecanismo por el cual se reduce e] NBT esta intimamente llgado

con los eventos metabélicos, el consumo de ox$geno, la formacidon del
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H202 y del lon superéxido (1,10,24,38), para mas detalle referirse a:

Sistemas Microblcidas del Neutrofilo - i b) Anion Superéxido.

= M

N
\

AT Y
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Figura 4.- Cloruro de nitroazul de tetrazolio (MNBT)

Para evaluar la etapa de muerte intracelular las pruebas més
usadas son: la reduccién del azul de tetrazolio cuantitativa y la de
muerte intraleucocitaria. En cuanto a la primera prueba si blen es
clerto que una incapaclidad para reducir el colorante NBT responde a
una anomalia 1importante de los sistemas antimlcrobianos del neutréflilo
(ejemplo de ello es la Enfermedad Granulomatosa Crénica), esto no
confirma que todas las particulas que fueron Ingeridas fueron
destruidas, asi mismo se han reportado resultados falsos positivos y
falsos negativos para esta prueba en numerosas enfermedades, con lo
cual su uso queda restringido (1,39).

Para la prueba de muerte Intraleucocitaria existen varlas
opclones; primeramente la prueba mas generaljzada es la de la

capacidad bactericida de los neutréfilos para la cepa 502A de
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Staphylococcus aureus en la cual se Incuban PMN con bacterlas
{relacién 1:5) mds opsoninas de suero fresco en agltacién; después son
destruidas las bacterlas que no fueron ingeridas y se toman alicuotas
de la mezcla a diferentes tlempos. Se llberan los microorganismos
intracelulares evaludndose, por diluclones seriadas y slembra en
placa, el numero de microorganismos viables. Para un individuo normal
adulto se produce casi una reducclén bi-logaritmica en la cantidad de
S.aureus viable intracelular una hora después de la incubacién. Esta
técnica tlene como inconveniente el tlempo utilizado en su realizacién
¥y una mayor factibilidad de error por contaminaclén microbiana (1).

Otra técnica utilizada para la evaluacién de la destruccion
intracelular es la descrita por Smith y Rommel en 1977 (40) y la
modificacién de ésta técnica reportada por Belllnati-Pires et. al. en
1989 (41). En esta técnica se utilizan PMN, una cepa Cowan I de
S.aureus (relacién 1:50) y un suero pool humano normal; se incuban
estos tres elementos en agitacién y después de un lapso de tiempo se
teraina la fagocitosis con una solucién de Hanks helada. Se centrifuga
y el botén se tifie con naranja de acridina; después de un minuto se
lava, centrifuga y se observa una gota de la solucién al microscoplo
con fuente de luz ultravicleta a inmersién. Las bacterlas viables sé
observan de color verde, mientras que las muertas se observan de color
rojo-amarilio.

El colorante naranja de acridina tifie los nicleos y gréanulos

lisosomales de los neutréfilos, por lo que son féacilmente
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-distingulbles de otras células. Se reporta el % de muerte intracelular

encontriandose un valor promedlo de 52.9 % : o175 % para adultos
sanos (41). Esta técnlica es menos utllizada que la anterior, requiere
de equipo un poco més sofisticado y de una concentracién elevada de
PMN (10 * 10%/m1).

La técnlca que se propone para la evaluacién de la muerte
intracelular (MI) en los neonatos se basa en la técnica original de
Levitz y Diamond reportada en 1985 (42); los autores se plantean como
objetivo demostrar la utllidad de este método para evaluar la
viabilidad de varias especies de hongos, entre ellas Rhizopus oryzae,
Aspergillus fumigatus y Candida albicans; es clerte que existen otros
métodos para evaluar la Ml pero cuando se aplican al estudlo de hongos
no son del todo utlles, ya sea por el tiempo que requieren para su
realizaclién, por su costo, porque no hacen distincién entre hongos
vivos y muertos o porque en el caso de técnicas de tincién no puede
eliminarse del todo la subjetividad del observador. Con este método
reportan un 80.3 % de Ml para C.albicans llevada a cabo por PMN de
adultos sanos contra un 70.5 % de MI para el mismo microorgantismo con
técnicas de dilucién y slembra en placa, por lo que concluyen que con
su método obtienen una valoracién mis eficaz de la muerte Intracelular
para hongos,

Asimismo este método ha sido utllizado con PMN de adultos en
otros estudios reallzados en el laboratorlio de Inmunologia , del

Departamento de Infectologia e Inmunologia Perinatal del Instituto
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Nacional de Perinatologia (INPer)} por Arredondo J.L., Del Rey P.G.,
Orrantia G.R. y Lara S.J. (51) con buenos resultados. Esto nos llevo a
concebir la idea de utilizar este mismo método para evaluar la MI en
los neonatos, de esta manera se obtendrian parametros comparables
entre las dos poblaclones. De principlo se planteaban varlas
modificaciones a la técnica para su apllcacién a neonatos, siendo la
mis importante la disminuclén en la cantidad de muestra utillzada en
la prueba, ya que no puede obtenerse de los recién nacldos mas del 2 %
de su volumen sanguineo. Se planteé esta posibilidad para la
adaptaclién de la técnica aunque siempre bajo el mismo fundamento, el
cual se observa en el diagrama 4,

El método se basa en la reduccién del colorante amarillo de
tetrazollo, comunmente conocido como MIT, {bromuro de
3-(4,5-dimetiltlazol-2-11}-2,5-difenil tetrazolio). Este colorante que
es hidrosoluble de color amarillo es reducido por el metabolismo de
hongos vivos, tal vez a través de un mecanismo de transhidrogenasas
(17,38), a un color purpura cuya intensidad pued; evaluarse con un
espectrofotometro a 570 nm. El sistema que se propone es incubar PMN
con levaduras vivas C.albicans (relacién 1:2) y suero pool humano
norsal en agltacién; después se 1llsan los PMN lliberaindose las
levaduras vivas que no fueron destruidas, se agrega el MTT en
concentracién conocida y se incuhan en agltacién; finalmente se extrae
e} MTT-formazan (forma reducida) con isopropanol y se valora la

reduccién producida en el MTT, la cual es proporcional al nGmero de
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levaduras vivas restantes y por diferencia puede calcularse el % de
levaduras destruidas o en otras palabras el 7% de muerte lntracelular,
Este método nos ofrece una {nformacién mas pre‘clsa de qué tan
eficlentemente estdn funcionando los sistemas microbicidas del
neutréfilo, no requiere de equipo espe resultado se obtiene

en un lapso relatlvamente corto, aproximadamente 10 hrs.
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Figura 5 .- Bromuro de amarillo de tetrazollo (MTT)

En virtud de la colonizacién en el intestino del lactante
C.,albicans es el primer “-=pn potencialmente patogeno que ataca a los
nifios con inmunidad defectuosa medlada por c¢éluylas © con defectos
quimiotécticos de los neutréfilos; esiu ... una razén mds para la
elecciédn de la técnica de reduccién de MTT para la realizacién de este

trabajo (2,7,28).
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CAPITULO il

OBJETIVOS, MATERIAL Y METODOS



OBJETIVOS

1) ADAPTAR Y ESTANDARIZAR LAS TECNICAS PROPUESTAS, PARA El. ANALISIS DE
MUERTE INTRACELULAR Y FAGOCITOSIS, A MICROTECNICAS PARA SU APLICACION

EN NEONATOS.

2) ESTABLECER POR ESTAS MICROTECNICAS LAS DIFERENCIAS EN PORCENTAJE DE
MUERTE INTRACELULAR Y PORCENTAJE DE FAGOCITOS1S ENTRE

POLIMORFONUCLEARES DE ADULTOS SANOS Y DE NEONATOS SANOS A TERMINO.
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MATERIAL

Pipetas Automadticas de 0-250 pl.

Pipetas serolégicas de 0.1, 1, 2, 5y 10 ml.

Pipetas Pasteur

Asa de Siembra

Aplicadores de madera

Gradillas

Tubos Pyrex de 13 x 100

Tubos cénicos de vidrio Eppendorf{ estériles de 1S ml.
Tubos Pyrex de 13 x 100 con tapén de rosca estériles
Cémara de Neubauer & hematocitémetro

Jeringas desechables de 3, 5 y 10 ml,

Portafiltros para jeringa y filtros Millipore de 0.22 um poro.
Centrifuga cl'inlca

Microscépio simple

Incubadora bacteriolégica

Potenclémetro

Refrigerador

Nefelémetro Laser Behring

Balanza analftica

Bafio de agua con agitacién (bafio metadlico)

Espectrofotémetro Coleman Jr. Il (referencia de Dididium)
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REACTIVOS QUIMICOS

Fosfato de Sodio (dibasico) Sigma

Fosfato de Sodlo (monobisico) Sigma

Azida de Sodio Sigma

Acido Clorhidrico 1IN Sigma

Hidréxido de Sodio IN Sigma

Carbonato de Sodio IN Sigma

Cloruro de Sodio Sigma

Acldo Desoxicédlico Sigma

Safranina Merk

Alcohol etilico Sigma

Azul Tripano Sigma

Alcohol isopropilico Sigma

Heparina

Citrato trisédico Sigma

Acido Citrico Sigma

Dextrosa Merk

MTT (bromuro de amarillo de tetrazolio) Sigma Clave-M2128
NBT (cloruro de azul de tetrazolio) Sigma Clave-840-A

Agua destllada estéril

53



MED10S DE CULTIVO

Agar Papa Dextrosa (PDA) Merk
Agar Sangre de Carnero (ASC)
Medio Minimo Esencial (MEM) Sigma

Agar Harina de Maiz Merk

REACTIVOS BIOLOGICOS

Cepa de 24 hrs. de Candida albicans en PDA

Sangre heparinizada de neonatos y adultos

Suerc pool de donadores sancs

Sueros anti-C3 y ant1-Ce Behring para nefelémetro Laser

Suero humano control Behring para nefelémetro Laser
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METODOS

Para la preparacién de soluclones y reactivos favor de remitirse

al Apendice A.

Los métodos usados pueden dividirse en cinco: 1) el utilizado
para la estandarizacién en la adaptaclén de la microtécnica de muerte
intracelular, 2} el usado para la adaptacléon a microtécnica de
fagocitosis, 3} los criterios seguidos en la seleccién de los neonatos
y adultos para la obtenciédn de los valores de referencia para muerte
intracelular y fagocitosis, 4} la obtenciédn de la cepa' de C. albicans
usada en las técnicas y 5) los métodos estadistlicos utilizados en el

analisis de los resultados. Se trataran cada una por separado.

1) METODO PARA MUERTE INTRACELULAR.

Para la técnica de muerte intracelular se sigulé como referencia
la descrita por Levitz y Diamond en 1985 (42), de la cual se
modificaron diversas condliciones para lograr su estandarizacién a
microtécnica; las modiflcaclones se describen con detalle en el
capitulo 111 de resultados. Una descripcién detallada de la técnica
original se da a continuacién:

La muestra es sangre periférica humana tomada con heparina de la
cual se extraen por sedimentacién con dextrén los leucocitos; después
de la sedimentacién se reallza una 1isis hipoténica rapida de

eritrocitos remanentes.



Se resuspenden 2.5 * 10% leucocitos/ml mis 5 * 10 & yevaduras
vivas/ml en 1 ml de Medlo Esenclal Minimo (MEM) con 10 % de suero
autélogo en tubos cénicos de 15 ml. Se mezclan e incuban por una hora
con agltaclén a 37°C. Para el tubo control negativo (CN) se afiaden los
leucocitos después de 1la incubacién con el obleto de simular un
sistema donde no haya sucedido la MI (m&xima reduccién); para el
control positivo (CP) se afiaden levaduras muertas en lugar de las
vivas con el objeto de simular un sistema donde todas las levaduras
hayan sido muertas por los leucocitos (no reduccién). Después de la
hora de incubacién se agrega a cada tubo 300 pl de &cldo desoxicélice
al 2.5 % en soluclén salina normal (SSN), se aglta vigorosamente con
el objeto de lisar a los leucocitos, se agregan 10 ml. de SSN y se
centrifuga a 1000 g por 10 minutos. Se descarta el sobrenadante y las
levaduras se lavan 2 veces con 10 ml de agua destilada. Finalmente se
resuspenden en 1 ml de MEM con 0.5 ml del colorante de tetrazolio MIT
diluldo 1:10 en sFlucIOn amortiguadora de fosfatos (SAF) de un
original de 5 mg/ml, se incuban los tubos en agitacién durante 3 horas
a 37°C. Pasado este periodo se extrae el MTT-formazan formado por las
levaduras sobrevivientes de la sigulente manera: se centrifugan los
tubos, se descarta el sobrenadante y el botén se resuspende en 400 pl
de alcohol isopropilico scidificado con HCl al 0.04 M , esto es con
sl objJeto de solubilizar al MTT-formazén. Después de 5 minutos se
agitan vigorosamente los tubos y se centrifugan a 1000 g por S
minutos, se toman 300 p1l de cada sobrenadante, se colocan en

alcropocillios de fondo plano y se lee la absorcién de cada poclllo a
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570 nm contra un blanco de MEM mis MTT tratado igual que los tubos

problema y controles.

El % de muerte intracelular se calcula de la sigulente forma:

ba. P - Abs.
% NI, =1~ [ Aba Problema - Abs.Control Positivo ]

= * 100
Aba.Control Negatjvo ~ Abs.Control Positive

veeresooEcuacibn 1

2) METODO PARA FAGOCITOSIS,

La técnica original de fagocitosis que se adapté a microtécnica
fué la sigulente (43):

Se obtienen 5 ml de sangre venosa con heparina, se depositan
sobre 2 portaobJetos perfectamente limplos y se incuban en atmésfera
htmeda a 37°C durante 30 minutos. Por otra parte 2 tubos con levaduras
muertas (LM) cada uno, se lavan y ajustan a una concentracién de S5 *
10° M/ml, se opsonizan en incubaclén durante 30 minutos con 1 ml de
suero aut6logo, después de este perlédo se lavan las levaduras 2 veces
con SAF y se resuspenden en 2.5 ml de MEM mis 0.5 ml de Nitroazul de
tetrazoljo (NBT) al 0.1 % en SSN. Después de la incubacién los
portaobjetos se lavan suavemente con SAF y se colocan huevamente en la
cdmara himeda, el contenldo de los tubos se vierte sobre los

portaobjetos y se incuban 20 mlnutos a ar’c.
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Finalmente los portaobjetos se vuelven a lavar suavemente con SAF
y se tifien con safranina al 0.5 % en etancl/agua durante 10 mlnutos.
Se dejan secar los portaobJetos y se observan a lnmerslén en
microscoplo ordinarlo.

Se cuentan como células que fagocltaron aquellas que presentan
levaduras de color azul Intenso en su cltoplasma, también se cuentan
las levaduras fagocltadas por cada célula, Las células que redujeron
el NBT a través de su metabollismo activo son las que poseen levaduras
azules en su Interlor y las no lIngeridas se observan rosas en la
periféria o incluso alrededor de las células fagociticas.

El % de fagocitosis y el Indice de Ingestién se calculan de la

sigulente manera:

X Fag. = (No.célulag que fagocitaron / Total de cél.contadas) ® 100

veeevsns.Ecuaclén 2

Ind.de Ingestién = No.total lev.ingeridan/No.de cél.que fagocitaron

veeess..Ecuacibn 3
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3) CRITERIOS DE SELECCION DE PARTICIPANTES,

CRITERIOS DE INCLUSION DE NEONATOS.

Neonatos sanos a término con edad gestacional de 37 a 41.6
semanas sin importar la edad de las madres.

Neonatos sanos a término sin importar el sexo, que hayan sido
obtenidos por parto eutécico o cesérea programada,

Neonatos con indice de Apgar mayor de 7 al minuto y de 7 a los S
minutos, con indice de Stlverman menor de 3.

Neonatos transladados al Servlclc; de AloJamiento Conjunto con

peso y talla adecuados a su edad gestaclonal.

CRITERIOS DE EXCLUSION DE NEONATOS.

Neonatos cuyas madres hayan estado durante los 20 dias anteriores
al parto o que actualmente estén bajo tratamiento de
antibidticos, cortlicoesteroides o anticonvulsionantes.

Neonatos cuyas madres presenten alteraclones endocrinolégicas o
inmunolégicas.

Neconatos cuyas madres presenten infeccién o que potencialmente
puedan estar infectadas.

Neonatos cuyas madres presentaron ruptura de membranas de mis de
12 horas anteriores al parto.

Neonatos con malformaclones congénltas mayores o genopatias.

Neonatos con sufrimiento fetal crénico o agudo.

Neonatos con asfixia al momento de nacer o que se encuentren con

ventilacién asistida.
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Neonatos que hayan sido catalogados como sanos que desarrollen
algin proceso infeccioso dentro de las primeras 72 horas de vida
extrauterina,

Neonatos Infectados o que potencialmente pudieran estarlo.

CRITERIOS DE INCLUSION DE ADULTOS,
Adultos sanos entre 20 y 40 afios de edad sin importar el sexo,

pesc o talla.

CRITERIOS DE EXCLUSION DE ADULTOS,

Adultos que hayan estado durante los 20 dias anteriores a la toma
de la muestra o que actualmente estén bajo tratamiento de
antibléticos, corticoesteroldes o anticonvulsionantes.

Adultos que hayan tomado alimentos en un lapso de 2 horas o menos
antes de la toma de la muestra.

Adultos que presenten problemas infecclosos o de desnutricién,

Adultos muleres que se encuentren en estado de gravidez o en el
periédo menstrual, pues durante este periédo el sistema inmune se

deprime, al igual que durante el embarazo.
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4) OBTENCION DE LA CEPA DE Candida alblcans

Como sigulente paso se alslé una cepa de Candida de un caso
clinico con leucorrea; se le practicarén pruebas bloquimicas para

determinar su especle con los siguientes resultados (12,44):

TUBO GERMINATIVO: (+); DEXTROSA: (+); MALTOSA: (+); SACARQSA: (+).
CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS EN AGAR HARINA DE MAIZ: Micelio
ramificado con clamldosporas

Se determiné que la cepa alslada fué Camdida albicans. La cepa de
C.albicans es sembrada en agar papa dextrosa (PDA) 24 hrs antes de
montar la técnlca. las colonias se cosechan en SAF lavandose 3 veces
con éste, después en una diluclén 1:10 en azul tripano se cuentan las
levaduras y se ajustan a la concentracién deseada en MEM , debe
observarse por lo menos un 90 % de viabilidad en la cepa.

Las levaduras muertas de Candida alblicans se obtlenen
cosechdndolas en SAF con azlda de sodlo al 1% . Se matan en autoclave
durante 15 minutos a 15 16 de presitn y 120°C. Se ajustan a una
concentracién de 5 ® 10° LM/al en SAF, se guardan a 4°C. Cuando se van
a utilizar se lavan 3 veces con SAF para eliminar la azida de sodio,
se ajustan a la concentracién deseada en MEM para la técnica de muerte
intracelular y sélo son lavadas y resuspendidas en MEM para la técnica

de fagocitosis.
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5) METODOS ESTADISTICOS.

El calculo de los parametros estadisticos, de los Intervalos
permisibles de valores para la medla y el cidlculo de los coeficlentes
de variaci6n de las técnicas se reallzé de acuerdo con las ecuaciones
4, 5, 6, 7, 8 y 9. E! estudlo de la valldez estadistica de los
resultados de las muestras estudladas se reallzé en base a los datos
obtenlidos de curtosls, sesgo y tercer momento. Si la muestra presenta
una distribucién normal se le apllicard una prueba para diferenclas de
varianzas con una distribucién F y para la comparacién de las medias
se usard una distribuclén de t de Student; si por ‘el contrarlo las
muestras no presentan caracteristlcas de una distribucién normal

entonces se les aplicara la prueba no paramétrica de Mann-Whitney.

1) Calculos de Medla, Varianza, Desviacién Estdndar y Error Estandar
de la Media.

El cdlculo de la medla simple se realizé: (45,46,47)

.ev..Ecuacibn &

donde n es el nimero de eventos, pruebas o paclentes que componen

nuestra muestra y X1 el valor obtenido para cada uno de ellos.

Para el cilculo de la varianza y de la desviaclén estindar se
utilizaron férmulas que implican wuna correcciéh para valores

muestrales n-1 en el denominador, esto se debe esenclalmente a que si
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se usase n en vez de n-! se estaria subestimando la varianza

poblacional (45,46,47).

n
» (x ~x)? VARTANZA
gt e PARA MUESTRAS
n-1

+vs Ecuacién 5

DESVIACION
ESTANDAR PARA
MUESTRAS.

«v...Ecuacién 6

Suponiendo que Jlos resultados se comporten como en una
distribucién normal, que la medla de la muestra sea igual a la media
de la poblacién y que dade el tamafio de la muestra la dispersiéon en
los datos sea menor que la que se presenta en una poblacién entonces
podemcs aplicar la féraula del error estandar de la medla; esta
correccién a la desviaclén estandar lmplica tomar en cuenta el tamafio

de la muestra (45,46, 47,48).

S ERROR ESTANDAR
S’-( e DE LA MEDIA
L] n

..... Ecuacién 7

También se utlliza este valor del error estindar de la media
{corregida por un coeficlente de la distribucién de t de Student de
acuerdo &l tamafio de nuestra smuestra), para calcular los valores

miximo y minimo permisibles de la media muestral.

63



'
11) Chlculo del Coeflciente de Varlaclbn.
El coeficlente de varlacién de la técnlea se calcula (46):

s COEFIENTE DE
7% CY, = ~—=—— ¥ 100 VARIACION

..... Ecuaclén 8

Para muestras pequehas se reallza una correccién basada en el
tamafio de la muestra como se observa en la sigutente ecuacién {45):

Zcy = [1*-—(4—‘;—] % CV.
n
v....Ecuacion 9

§11) Comparacitn de medlas y varlanzas.

Para establecer una comparacién entre los valores de las medias
simples obtenidas de neonatos y de adultos se proponen las hipdtesis

sigulentes (47,48,49,50):

a) Hipdtesis nula : lLa media de los neonates es igual a la de los

sdultos. Ho: %a = ¥»

b) Hipétesls alternativa : La media de los neonatos es diferente de

1a de los adultos. Hi: ¥Ka £ ¥

Para establecer la veracidad de una u otra hipbtesis se aplica la
siguiente férmula basada en las  correcclones hechas para muestras
pequefiaw, siempre y cuando la muesira presente caracteristicas

de una distribucién normal y las varianzas sean lguales (46,48,49,50):
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iA-)-(a'

[ (Na - 1) s% + (NB - 1) s°8 ]1/2 [ 1,1 ]
Na + Na -2 Na Ns
VALOR DE t EXPERIMENTAL +.ev . Ecuactén 10
donde: Ns = nuimero de valores de la serie A
s°4 = varlanza de la serle A
Xa = medla de la serie A

nimero de valores de la serle B
varlanza de la serie B
medla de la serle B

i, =
o
o

4 nn

Este valor experimental se confronta con valores de t en tablas
de una curva de t de Student con el mismo numero de eventos y bajo la

probabilidad escogida para el estudlo. Existen 2 posibilldades:

Si t experimental s t tablas » Ho es verdadera . Xa = X

S1 t experimental z t tablas » Hi es verdadera . Xa % Xa

Para evaluar sl existen o no diferencias entre los valores de
varianza de los neonatos y la de los adultos se utiliza la sigulente
ecuaclén, slempre y cuando la muestra presente una distribucién normal

(46,47, 48):

s VALOR DE F EXPERIMENTAL

s L Ecuactén 11
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Donde s°A es la varlanza de serte A, s°B es la varlanza de la
serle B y F es el valor experimental que se obtlene al dividir la
varlanza mayor entre la menor.

Este valor experimental se confronta con valores de F en tablas
con el mismo numero de eventos y bajo la probabiiidad escogida para el
estudio

Se presentan 2 posibllidades:

Si F experlmental s F tablas » S°A = S°B

S1 F experimental = F tablas » s2a # 5%

Tamblén graclas a la ecuaclén 11 es posible calcular el intervalo

peraislble de valores para la varianza muestral.

S1 las muestras no presentan una distribuclién normal entonces se
elige la prueba no paramétrica de Mann-Whitney, la cual no es tan
poderosa como las pruebas paramétricas descritas anteriormente pero
presenta otras ventajas como: 1) no asume la normalidad de la muestra,
2) es sencilla en los cilculos matemdticos y 3) la probabllidad de
presentar un error de tipo I es igual que en las técnicas paramétricas
(48,49,50).

Para realizar la prueba de Mann-Whitney se combinan los valores
obtenidos de las muestras, en este caso los valores obtenidos de
adultos y neonatos para fagocitosis por ejemplo; se ordenan los datos

en forma creciente y se numeran en orden progresivo sefialando a qué
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muestra corresponde el dato. Se selecciona la muestra mis pequefila y se
suman todos los numeros atribuidos a sus datos, el total de la suma se
1lama 8. Al nimero total de eventos en la muestra pequefia escoglda se

le 1lama n y al nimero de eventos de la otra muestra se le llama m,

Con estos datos se aplica la ecuaclién (48,49,50):

nin+1)

u=s - SRS

+e...Ecuacidn 12

Los valores que puede tomar U van desde O hasta nm; usédndo tablas
para los valores minimos que puede asumir U, segin la probabllidad que
se escoglo para el estudio y los valores de n y s, se puede calcular

el valor maximo de U con la ecuacién (49):

Uwax = na - U

++vs.Ecuacidén 13
S1 el valor calculado de U para la muestra se encuentra entre los

valores minimo y mixlmo de U entonces las medias de las muestras son

iguales y se acepta la hipdtesls nula (47,48, 49,50).
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RESULTADOS

a) ANALISIS DEL BARRIDO DEL ESPECTRO VISIBLE DEL COLORANTE AMARILLO DE
TETRAZOLIO (MTT).

Primeramente se estudid el espectro de absorcién del MTT ya que
la longitud de onda utilizada en la técnica original es de 570 nm y el
filtro con que se cuenta en el laboratorio es de 530 nm. Este barrido
del espectro se realizé6 por duplicado existiendo 6 semanas de
diferencia entre ambas lecturas, utilizando la misma muestra de MTT y
obteniéndose las mismas lecturas para los duplicados, segin se ilustra

en la tabla siguiente:

A en nm % de Transmitancia A en nm 7% de Transmitancia
400 3 520 86
410 2 530 86
420 2 540 86.5
430 2 550 87
440 2 560 87
450 2 570 87.5
460 3 580 87.5
470 8.5 590 87.5
480 32.5 600 88
490 60 610 B88.5
500 76 620 B89
Sio 83 630 89

En la grafica 1 se muestra la relaclén entre la A en nm
(abscisas) y el 2 de transmitancia {ordenadas). Las lecturas de 540 y
570 nm son respectivamente 86.5 % T y 87.5 % de T, lo que proporciona

una eficiencia del 98.85 7 con respecto al segundo, por lo tanto se
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concluye que se puede utilizar el filtro de 540 nm para fa lectura de

la reduccién del MTT, sin pérdida sustancial del % de transmitancia y

por consigulente manteniendo la sensibilidad reportada en la técnica

original.

100
87.5%

86.5%

$ DE TRANSMITANCIA

PR A

380 X s40

i

N

70 650

LONGITUD DE ONDA EN nm ()

Gréflica 1.- ANALISIS DEL BARRIDO DEL ESPECTRO VISIBLE PARA MTT

Se observa practicamente el misme 7 de transmitancia para la A a

540 nm y la A reportada en la técnica original de 570 nm.
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b) ANALISIS DE LA ESTABILIDAD DEL MTT EN FUNCION DEL TIEMPO.

Surgié también la necesidad de conocer la estabilidad del
reactivo MTT, ya que de la confiabilidad de este reactivo depende en
mucho el éxito de la técnica propuesta para evaluar la muerte
intracelular, pues es a través de la reduccién de este reactive que se
cuantifican los resultados de la muerte intracelular; ademéas debido a
su alto costo debe de optimizarse su uso. Se prepar6d una solucién
concentrada de MTT de 5 mg/m! en solucion amortiguadora de fosfatos
{SAF) la cual se almacens a 2-4°C. Para llevar a cabo la lectura de la
estabilidad se us6 la misma solucién concentrada durante un periédo de
6 semanas. Los resultados se observan en la grafica 2.. (Ver pégina

siguiente)

De tos resultados de la grafica 2 se desprende que el reactivo de
MTT usado durante el lapso de 6 semanas presenté una lectura media en
7% de transmitancia de 87.33 Z , con una desviacién estandar de 0.816 y
un coeficiente de variacién de 0,93 % , por lo que se considera
confiable este reactivo por Jo menos dentro de éste lapso. Esta
conclusién dio lugar a la decisién de preparar el reactivo de MTT
concentrado, fraccionario en frascos viales de 2 ml con 250 ul del MIT
y mantener los frascos a - 20°C hasta el momento de su utilizacién,

renovando e} lote de frascos viales cada 6 semanas.
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SEMANAS % de Transmitancia

87

88
86
88
88
87

onawn -

100
. "/5\’
i
70
i
14-XI1 2-1 9-1 16-1 23~-1 30-T
SEMANAS

Grafica 2 .~ ANALISIS DE LA ESTABILIDAD DEL MTT EN FUNCION DEL TIEMPO.
Se observa que durante § semanas ne existe variacién
significativa ( C.V. = 0.93 7 ) de la estabilidad de la solucitn

concentrada de MTT.
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¢} OBTENCION DE LEUCOCITOS

Los leucocitos wutilizados en las técnicas propuestas [ueron
finalmente obtenidos por diferencia de gradiente de densidad agregando
un volumen de 2 a 3 ml! de sangre heparinizada del paciente a tubos
estériles que contienen 3 ml de alsever-gelatina, en lugar de hacer la
separacién como se realiza en las técnicas originales con dextran. Se
prefiere hacer esta separacién con alsever en vez de con dextran ya
que el primero es menos téxico y, dada la cantidad pequeha de la
muestra, se protege la viabilidad de los PMN. Después de 45 minutos de
incubacién a 37°C se separa la capa superfor rica en leucocitos , se
realiza una lisis rapilda de los eritrocitos restantes con agua
destilada estéril y se lavan 2 veces con solucién alsever. Se observan
al microscopio ordinaric en el hematocitémetro en una dilucion 1:10
con azul tripano at 0.2 % , se cuantifican los PMN vivos y se ajusta
la suspensitén de leucocitos a la concentracién deseada de PMN en MEM;
es importante la vilabilidad que presenten los PMN pues sé6lo se
trabajard con muestras que presenten una viabilidad mayor o igual al
70 7% , pues con viabllidades menores la concentracién de PMN vivos no

son suficientes para montar ambas técnicas por triplicado,

d} OBTENCION DEL SUERO POOL HUMANO NORMAL

Dado que el interés radica en evaluar la eficiencia de la etapa

de ingestion y de muerte intracelular de los PMN en cuanto a efectos
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celulares se reflere se debla asegurar que las funciones humorales se
llevasen a cabo con la mayor eficacia posible y en igualdad de
condiciones, pues  se sabe que existe una deficiencia  de
inmunoglobulinas y complemento en los neonates (32,33) por lo que se
decidié utillzar para la opsonizacién de levaduras un suero homélogo
preparado a partir de la recoleccién del suero sobrante de las pruebas
para donadores adultos realizadas por el Laboratorio de [nmunologfa
del INPer, de esta forma también se evitaba una variante mas en la
técnica al ser el suero cpoonisante igual para todas las  pruebas,

tanto de adultos como de neonatos.

Los sueros seleccionados para formar el pool fueron negativos

para todas las pruebas siguientes :

PRUEBA METODO CASA COMERCIAL
Ac. vs. Ag VIH ===—-=—~ - ELISA por Competencia ---—- Behring
Ag. Superf, Hepatitis B -~ ELISA por captura de Ag -- Organén
Hudlesson - (Ac.vs.B.abortus) - Aglutinacién ~-——-=—v—=-v-u Bigaux

en placa
Dy i6n de Reagl VDRL Merk
Sifilftica floculacion

en placa

Los sueros seleccionados no fueron descomplementados, ni son
especificos contra C.albicans por lo que la fuente de opseninas son
las fracclones del complemento Ca y Ca. Se valoré la concentracién de
estas fracciones en el suero pool por método de nefelometria de rayo

laser de la siguiente manera:
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PROTEINA Dil.Est. Dil.2-S Dil.M oC Vol.Est, Mo C Vol.3-5
Ca 1:20-1:320 1:5 1:10! 100 ul 200 pl
Cs 1:2.5~-1:40 1:5 1:21 100 pl 200 pl
Se agitan suavemente y se incuban | hr. a Temperatura ambiente.

Dil.Est.= dilucién del estandar; Dil.&~5 = dilucion del antisuero
Dil.M o C = dilucioén de la muestra o del control

Vol.Est, M o C = volumen usado de la dilucién del estandar,

de la muestra o del control

Vol.&-S = volumen usado de la dilucién del antisuero

Los resultados en concentraciones fueron:

SUERO POOL SUERO CONTROL SUERO ESTANDAR VALOR REFERENCIA
Ca 116.67 mgsdl 87.00 mgs/dl 67.00 mgrsdl $5 - 120 mg/dl
Cs  61.75 megrsdl 21.40 mgs/dl  13.10 mg/dl 20 - 50 mg/di

Suero pool= sueros recolectados de donadores

Suero control = suero comercial de concentracién conocida
Suero estadndar = suero comerclal con el cual! se realiza la
curva tipo

Después de estas pruebas el suero pool fue fraccionado en frascos
viales con 2 ml cada uno, congelados y utilizados al momento de montar

las técnicas. Se usé un frasco por muestra.
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e) ANALISIS DE LA RELACION ENTRE EL NUMERO DE LEVADURAS VIVAS Y LA

REDUCCION QUE PRODUCEN DEL MTT.

Se deseaba conocer los valores de absorbancia de la reduccién de
MTT por Calblcans a concentraciones pequefias de levaduras por lo que
se realizaron 2 curvas complementarias con el objeto de saber si a
estas concentraciones de levaduras los valores de absorbancia segulan
una curva de Lambert y Beer. Dado que la ley de Lambert y Beer
relaciona Ja absorbancia (A) con la concentracién de la muestra (C}
segin la ecuaciébn A = ¢ C I, donde ¢ y ! son constantes, (e =
coeficiente de extincién y | = longitud de la celda) es de esperar que
sl se cumple dicha ley , se obtendra una recta al graficar los valores
de A contra los de C. La grafica 3 se realizé con una concentracién
1:20 de MTT de una solucién original de 5 mg/ml y en la grafica 4 se
utiliz6 una dilucién 1:30 de MTT. En ambas graficas se observa que el

coeficiente de correlacién es aproximad e de 1, lo cual nos

asegura una buena prediccién de los valores de absorbancia a

concentraclones bajas de levaduras.
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ABSORBANCIA

Grafica 3.~ ANALISIS DE LA REDUCCION DE MTT (1:20) POR C.alblcans
ABSORBANCIA CONTRA CONCENTRACION DE LEVADURAS / ml

ABSORBANCIA MILLONES DE
LEVADURAS/m!
0.279 1
0.343 2
0.370 ki
0.449 4
0.540 5
0.6

y .¥teno
i :

0 x
]

MILLONES DE LEVADURAS /ml
-0~ curva experimental

- curva tetrica (ajuste por minimos cuadrados}

Coeficiente de Correlacion de la Curva = 0.9841S
Ecuacién de la Curva Tetrlca: y = 0.0628 X + 0.2078
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AB3ORBANCIA

y

Grafica 4.- ANALISIS DE LA REDUCCION DE MTT (1:30) POR C.albicans

ABSORBANCIA CONTRA CONCENTRACION DE LEVADURAS / m!

-
=
o

-0.01

LEVADURAS * 10 s / ml ABSORBANCIA

QCUm-JOW LN —

-0.1 x
i

LEVADURAS % 10° / a1

-0~ curva experimental
—&— curva teérica (ajuste por minimos cusdrados)

Coeficiente de Correlacion de la Curva = 0.992
Ecuacién de la Curva Teérica: y = 0.029 X - 0.004
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Se utilizaron diferentes concentraciones de MTT en las graficas
ya que a menores concentraciones de levaduras menor es la cantidad de
MTT que necesita ser reducido, con la ventaja de que a diluciones
mayores se optimiza el uso de este colorante.

De los resultados que se obtuvieron se puede pensar que la
relacién de 2 levaduras por cada PMN planteada en la técnica original
se conserva al reducir el numerc de levaduras, por ello se puede
reducir el numero de PMN utilizados en la técnica propuesta para
evaluar MI, por lo tanto se concluye que si se puede detectar la
reduccién producida en el MTT hasta por 1 * 10° LV, siguiendo el

compor o de la

1

emplirica, y en consecuencia se puede
reducir el numero de PMN empleados y el numero de levaduras

conservando la relacién de 2 levaduras por cada 1| PMN,

£
Tiss to UESE
o OE LA BRATIE
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f) ESTERILIDAD DE LOS REACTIVOS.,

Después de una serie de experimentos donde se varieo 1la
concentracién de PMN y de levaduras reallzados con el objeto de
reducir la cantidad de PMN utilizados en la técnica de MI, como se

vera mas adelante, se obtuvieron los sigulentes resultados :

SISTEMA | LEVADURAS PHN RELACION | CONCEN. | ABSORBAN.
MILLON/ml | MILLON/ml | PMN:LEV |MIT mg/ml| A 540 mn

A cP M 2 1 0.293
P v 2 1 1:2 0.250 0.708

o w 2 - 0.757

B Cp o 2 1 0.527
P w 2 1 1:2 0.250 0.740

o w 2 ——— 0.926

CP = contrel positivo ; P = problema ; CN = control negativo
LM = levaduras muertas ; LV = levaduras vivas

PMN = pollmorfonucleares de adultos sanos; LEV = levaduras
MIT = amarillo de tetrazollo

Tabla 1

Los resultados muestran valores muy altos de absorbancia no
esperados para la reduccién del MIT a las concentraclones usadas de
levaduras vivas con base en las grdficas 3 y 4 por lo que se pensé en
w.a posible reduccién lnespecifica, por ello se realizé un frotls de
cada uno de los controles y problema comprobindose la presencla de
contaminacién bacteriana por Bactlos Gram (-). Para evitar esta

situacién se tomaron varlas medidas: 1) preparar todos 1los reactlivos
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con agua destilada estéril; 2) esterillzar todo el materlal de
trabajo; 3) probar la esterilidad de los reactlvos preparados
sembrandolos en agar sangre de carnerc durante 48 hrs. a 3r°c, para la
utilizacién de estos reactives no debe existir crecimliento alguno; 4)
esterilizar los reactivos factibles de serlo después de su
preparacién; 5) comprobar la esterilidad de los reactlvosv cada semana,
6) utllizar para el lavado de células y levaduras agua destilada
estéril; 7) lavar los tubos cénicos con mezcla crémica,
esterilizindolos después y 8) trabajar en condiciones de esterilidad,
corrigiendo asi esta anormalidad en los valores de absorbancia

inespecifica.

g) MODIFICACIONES EN LA CONCENTRACION DE POLIMORFONUCLEARES EN LA
TECNICA DE MUERTE INTRACELULAR.

Para la adaptacién de la técnica de Ml se realizaron varios
ensayos modificando las concentraclones de levaduras, de PMN, la
concentracién de MIT y la relaclén leucocitos:levaduras. Los
resultados de estos ensayos se resumen en la tabla 2,

El sistema 1 se efectué sigulendo el fundamento de la técnica
original de Levitz y Diamond y los valores presentados en este sistema
I son el resultado del trabajo realizado por Arredondo J.L., Del Rey

P.G. y Lara S.J. (S1) al aplicar esta prueba de MI en adultos sanos.
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RESULTADOS DE LA ADAPTACION DE LA TECNICA DE MUERTE INTRACELULAR

SISTEMA | LEVADURAS | NEUTROFILOS| RELACION | CONCEN.®| % MUERTE
MILLON/m} MILLON/ml PMN: LEV |MIT mg/wl| INTRACEL.
I CP M =5 PHN = 2.5
P LV =5 PN = 2.5 1:2 0.500 45.00
N v=s - ---
11
cP IM=5 PMN = 2
P V=S PHN = 2 1:2.§ 0.500 23.30
o v =5 - -
m
CP IM=5 PMN = 2.5
P Lv=s PHN = 2.5 1:2 0.250 37.40
CN V=S --—-
v
CcP IM =2 PMN = §
P Lv =2 PMN = 1 1:2 0.250 40.70
o™ LV =2 ---
v
cp LM =1 PMN = 0.5
4 LV =1 PN = 0.5 1:2 0.160 50.30
N LV = it
Tabla 2

CP = control positivo ; P = problema ; ON = control negativo

LN = levaduras muertas ; LV = levaduras vivas ;

Pl = leucocitos polimorfonucleares de adultos sanos

® s La concentracién original del MIT fué de 5 mg/al; en los sistemas
1y Il se usd una dilucién 1:10, en los sistemas III y IV se usé uma
dilucién 1:20 y en ol sistema V se us6 una dllucién 1:30, todas las
diluciones fueron hechas con solucién amortiguadora de fosfatos (SAF).
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De los resultados obtenidos se concluye que la mayor eficiencila
la obtuvimos en el sistema V al trabajar con 5 * 105 PMN/ml y una
relacién 1 PMN:2 levaduras, asi mismo se mejoré la eficiencla con una
concentracién mas baja de MTT, por lo que se inflere la posibilidad de
aplicar esta prueba al caso de los recién nacldes donde la cantldad de
muestra que se puede obtener es pequefia. Flnalmente el sistema

utilizado en la técnica de muerte intracelular fue el sistema V.

h) EFECTOS DE LA AGITACION, ALBUMINA Y PARTICULAS DE ACIDO

DESOXICOLICO EN LA EFICIENCIA DE LA TECNICA DE MUERTE INTRACELULAR.

Con el objeto de aumentar la sensibilidad de la técnica de MI sge

determiné observar los efectos que causaban en ésta:

1) la incubacién con agitacién
11) 1a utilizacién de tubos cébnicos con y sin recubrimiento de
albumina
111) la presencia de particulas de acldo desoxicélico,
para observar éstos efectos se montaron slstemas iguales al Sistema V

de la Tabla 2.

1) Incubacién con agitacién.
Se montaron dos sistemas 1dénticos incubdndose uno de ellos c;on

agitacién y el otro sin agitacién a 37°C. Los resultados fueron:
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cpP P CN % M1
Sin agitaclén 0 0.089 0.137 40
Con agltacién 0 0.132 0.229 43

CP = control positivo ; P = problema ; CN = control negativo

De estos resultados se concluye que el valor de % Ml con
agitacién es ligeramente mayor que el de sin agitaclion, esto se debe a
que con agltacién constante se aumenta la probabllidad de encuentro
entre los PMN y las levaduras, aunque ambos valores de MI no son
mayormente afectados por la agitacién. En cuanto a los valores de
absorbancla se reflere, éstos si se ven afectados, ya que son mayores
con aglitacién y son los valores esperados para las concentraciones de
levaduras con las que se esta trabajando. Esto nos habla de la
importancia que tlene la agitaclén constante para que se lleve a cabo

una buena reduccién del WIT por parte de las levaduras vivas (38).

11) Utilizacién de tubos cénicos con y sin recubrimiento de albudmina.
Para esta prueba se recubrieron tubos cénicos estériles con una

solucién de albumina al 10 % , se dejaron secar y se montaron dos

sistemas iguales, uno utilizando estos tubos y otro con tubos sin

recubrir.
Los resultados fueron:

cr P N % M1
Sin albismina 0 0. 147 0. 440 66.5
Con albimina 0 0.154 0. 440 64.8

CP = control positivo ; P = problema ; CN = control negativo
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Se sabe que para que los PHMN puedan fagocitar deben estar
adheridos a una superflcie, con la adicién de albimina se esperaba que
esa adherencia aumentase y en consecuencia la MI. Se observa en los
resultados que s} blen los valores de absorbancla se ven aumentados no
sucede asi con los de % MI, ambos valores son simllares; ademis los
valores de absorbancia no son los esperados para las concentracjones
de levaduras con que se estd trabajando. Recordemos que entre las
propledades de los PMN se encuentra su adherencia al vidrie (3) por lo
que se concluye que la utllizacién de albimlna en los tubos es

irrelevante y sélo puede causar interferencia en la reducclén del MIT.

111) Presencla de particulas de Acido Desoxicédlico.

La técnlca original de MI wutiliza una solucién de 4cido
desoxicé6lico al 2.5 % en SSN , esto significa una soluclén saturada
del acido con una cantidad de particulas en suspensidén que deben ser
eliminadas en el paso de los lavados. Se planteé usar el &cido
desoxicélico filtrado y centrifugado con el obJeto de eliminar las
particulas en suspensién antes de agregarlo a 1los sistemas. Se
montaron dos sistemas iguales por triplicado para est'e ensayo, en unos
se us6 el 4dcido saturado y en otros un écido flltrado, centrifugado y

libre de particulas; los resultados fueron:
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CP INTERVALO CN pH % CV
Acido Desoxicélico saturado 0 0.065-0.375 4.5 - 5.6 70.5
Acido Desoxicélico filtrado O 0.215-0.256 4.5 ~ 5.6

CP = control positivo CN ='contrel negativo
% CV = porcentaje del coeficiente de variacién

Se observa que al utilizar el acldo desoxicdlico saturado se
obtiene un Intervale grande de valores para el CN y un alte
coeficlente de varlaclén, esto se debe a que a pesar de los lavados no
es poslble eliminar totalmente las particulas en suspension del acido
y éstas aumentan las lecturas de absorbancia. Por otro lado los
valores bajos de absorbancia se pueden atribuir a una pérdida de
levaduras vivas al momento de los lavados por adherencia a las
particulas del 4cido. Es Importante conservar el pH del acido que se
utillza pues es éste finalmente el responsable de la lisis de los PMN,
lo cual es su objetivo, La lisls se logra reduciendo los extremos de
los 4clidos grasos que componen la membrana plasmitica evitando asi su
polimerizacién (17). Con el &cido desoxicédlico filtrado y centrifugade
también se obtienen varlaclones pero éstas no llegan al 10 % , por lo
que considerando que se trabaja con sistemas vivos es aceptable esta
variaclén; con esto se demostré que el &cido filtrado y centrifugado

presenta senos interferencla y mayor eflciencla.
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1) ELIMINACION DE LOS SISTEMAS ENZIMATICOS DE LOS POLIMORFONUCLEARES.

El objeto de los lavados es eliminar los residuos de PMN después
de su lisis, entre estos residuos se encuentiran todos los sistemas
enzimdticos. Es importante eliminar aquellos que podrian interferir
con la reduccién del MTT, por ello se probd la actividad enzimitica de
los sobrenadantes de los lavados frente a peréxido de hidrégeno,
debido a la presencia de peroxidasas en los lisosomas de PHN, con los

sigulentes resultados:

1° lavado 2° lavado 3° lavado
ACTIVIDAD ENZIMATICA
FRENTE A H202 al 1% + s e + ¢ -

+ 4 ¢+ + = muy activo ; + ¢ = moderadamente activo ; = = = no actividad
(escala cualitativa)

Con esto se comprueba la efectividad de los lavados para eliminar
los residuos y evitar con esto interferenclas en la reduccién del MTT
por parte de los sistemas enzimAtlcos de los PMN, por lo tanto se

considera que tres lavados son suficlentes para este paso.

J) MICROTECNICA FINAL PARA EVALUAR MUERTE INTRACELULAR

Después de estudliar todos los pardmetros anterlores y reallizando
las modificaciones necesarias antes descritas se 1llegdé a la
microtécnica final para evaluar MI el cual se describe con detalle a

continuacién:
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La muestra es sangre periférica venosa de adultos sanos y de
necnatos sanos a término selecclenades segin los criterios de
selecclén propuestos para este estudio. La muestra ( de 2 a 3 ml de
sangre} se toma con heparina y luego se traspasa a tubos estérlles que
contengan alsever-gelatina al 3 % . Los leucocitos se extraen por el
nétodo descrito en el inciso ¢) de este Capitulo III.

Para montar los sistemas se resuspenden en tubos cénicos de 15 ml
estériles 5 * 10° PMN vivos/ml mas 1 * 10° levaduras vivas/ml con 0.1
al de sueroc pool normal {inclse d Capitulo 11I) y se completa el
volumen a 1 ml con MEM, Se mezclan e incuban durante una hora con
agltacisn a 37°C. Para el tubo contrel negativo se afiaden los PMN
después de la incubacldn con el objeto de slmular un sistema donde no
suceda muerte intracelular de lam levaduras, en este sistema se
observard la mixima reducclén del MIT; para el control positive se
afladen levaduras wmuertas en lugar de las vivas con el objeto de
simular un sistema donde todas las levaduras hayan sido destruldas por
los PMM, en este sistema no se espera reducclén del MIT; tanto las
levaduras muertas coso las vivas se obtienen por el método 4 descrito
on el Capitulo II.

Daspués de la hora de incubacién se agrega a cada tubo 300 ul de
#cido desoxlcélico al 2.5 % en SSN filtrado y centrifugado libre de
particulas en suspensién (pH = 4.5 - 5.6), se agltan vigorosamsente los
tubos con el objeto de lissr a los PMN; 38 agregan 10 wl de SSN

estéril, se agitan y se centrifugsn los tubos a 1000 g por 10 minutos.
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Se descarta el sobrenadante y las levaduras presentes en el botén
se lavan 2 veces con 10 ml de agua destilada estéril. Finalmente se
resuspende el botén en 1 ml de MEM con 0.5 ml del colorante de
tetrazolio MTT con una dilucién 1:30 en SAF de un original de 5 mg/ml,
se Incuban los tubos en aglitacién durante 3 horas a 37°C.

Pasado este periodo se extrae el MIT-formazdn formado por las
levaduras sobrevivientes de la sigulente manera: se centrifugan los
tubos, se descarta el sobrenadante y el botén se resuspende en 400 pul
de alcohol {sopropilico acidificado con HKCl al 0.04 M , esto es con
el objeto de solublilizar al MTT-formazan., Después de 5 minutos se
agitan vigorosamente los tubos y se centrifugan a 1000 g por S
minutos, se toman 250 pul de cada sobrenadante, se colocan en
micropocillos de fondo plano y se lee la absorcién de cada pocillo a
540 nm contra un blanco de KEM mis MIT tratado lgual que los tubos
problema y controles. El % MI se calcula por la ecuacién 1. Es muy
Importante recordar que se debe trabajar toda 1la técnica en

condiclones de esterilidad.
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%) MICROTECNICA FINAL PARA EVALUAR FAGOCITOSIS POR REDUCCION DEL
COLORANTE NITROAZUL DE TETRAZOLIO (NBT).

Sl se toma en cuenta que la muestra es de 2 a 3 ml de sangre
periférica, que en cualquier método de obtencién de PMN la eficiencia
no es del 100 7 y especialmente que se desea aplicar simuitdneamente
la prueba de muerte intracelular y fagocitosis a los neonatos,
entonces se presenta el problema de montar una técnica para evaluar la
fagocitosis en la que se utilizen muy pocos PMN, ya que la mayor parte
de éstos se usan en la técnica de Ml

Basandose en la técnica original (43) se propuso adaptirla a una
superficle mas pequefla que la del portaobjetos comun y utilizar un
concentrado de PMN en vez de la sangre total con el fin de usar una
menor cantidad de PMN y también menor cantidad de volumen en el cual
estan contenidos los PMN después de su extraccion con alsever-gelatina
y de los lavados. Finalmente la superficie seleccionada fue la de los
oriflcios de un portaocbjetos de inmunofluorescencia los cuales pueden
contener alrededor de 50 pl de la suspensién de PMN obtenidos segun el

inciso ¢ de este Capitulo Iil. Este método es atil cuando la cantidad

de muestra es fa y en ia el nimero de PMN también lo

Peq!

es, ya sea que se encuentren en sangre total o en una suspensitn
concentrada, como la que se usé en esta microtécnica.

Para poder reutllizar los portaobjetos de inmunofluorescencia
primeramente fueron lavados en mezcla crémica, luego lavados con

dextrdn, secados al horno y esterilizados. Al no observarse resto
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alguno de inmunofluorescencia quedaron listos para la realizacién de
la microtécnica de fagocitosis,

La suspension de PMN que se usé en esta microtécnica ofrece una
concentracién, una vez cosechados, de 1.5 a 3 millones de PMN/mi; de
la cual se obtiene alrededor de 72,500 a 150,000 PMN en 50 ul, aunque
no todas las células se adhieren a la superficle del orificlo. Las
levaduras muertas usadas en esta microtécnica se obtienen segin el
inclso 4 del Capltulo Il obteniéndo as! una relacién de 1.6 a 3.5
levaduras muertas por cada PMN. El suero utilizado para la
opsonizacion de las levaduras es el suero pool descrito en el inciso d
del Capitulo 11

Con esta modificacién la superficle de contacto entre los PMN y

las levaduras se reduce considerablemente en la sigulente proporcion:

PORTAOBJETOS ORIFICJIO DE UN PORTAOBJETOS
COMUN DE INMUNOFLUORES CENCIA
SUPERFICIE 2 2
DE CONTACTO 1,875.00 mm 38.4846 mm

EL ORIFICIO ES 48.72 VECES < QUE EL PORTAOBIJETOS COMUN
EL ORIFICIO REPRESENTA EL 2.05 % DE LA SUPERFICIE DEL PORTAOBIETOS

Esta reduccién en la superficie de contacto tiene una repercusién
directa en la probabilidad de encuentro de los PMN y levaduras, y en
consecuencia en los valores de fagocitosis, repercusién de la cual se

hablard mis adelante; también presenta la gran ventaja el poder

trabajar 3 o 4 muestras a la vez en un solo portaobjetos de

fl 1 dem4

fiuor de poder correr miultiples ensayos para
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cada muestra, lo que equilibra la poca cantidad de PMN. La
microtéenica final para esta prueba se describe a continuacién:

Se ponen 50 ul de la suspensién de PMN (Inciso c del Capitulo
111) en un orificio del portaobjetos de inmunofiucrescencia, se incuba
el portaobjetos en camara humeda durante 20 min. a 37° C. Por otro
lado se opsoniza | ml de las levaduras muertas (inclse 4 del Capitulo
M con 0.5 m! del suero pool normal (inclso d del Capitulo Iil)
durante 30 min 8 37° C.

Después de la incubaclén el portacbjetos se lava suavemente con 5
ml de solucién amortiguadora de fosfatos (SAF) estéril y las levaduras
se lavan dos veces con S5 ml de SAF estéril. Las levaduras se
resuspenden en 0.5 ml de MEM con 100 ul de NBT al 0.1 7 en SAF
estéril, de esta suspension se toman SO ul y se afladen al orificio
donde se colocd la suspensién de PMN. Se I[ncuba el portaobjetos en
camara hameda 7 min a 37° C.

Pasado este periodo se lava suavemente el portaobjetos con S ml
de SAF estérl]l y se tifie con safranina al 5 7% en etanol durante 10

min, se deja secar y se lee al microscopio ordinario en inmersién. Se

200 célul las que pr levaduras de color azul en su
citoplasma se cuentan como células que si fagocitaron, tamblén se
cuentan _lu levaduras totales contenidas en las células que
fagocitaron. Se reporta el % de fagocitosis y el Indlce fagocitico por
medio de las ecuaciones 2 y 3. Hay que recordar que la microtécnica

debe ser trabajada en condiciones de esterllidad para evitar

4 y red 6n Inespecifica del NBT. En el dlagrama S se

presenta el método simplificado para esta microtécnica.

92



€6

SISTEMA PARA EVALUAR PAGQCITOIIS

TOMA DE SEPARACION DE 5 % 10° LEVAD, RUERTAS/ m}
MUESTRA LEUCO. PMN EN + 0.5 m1 SUERO POOL KORMAL
AL3BYER-GELAT.
l INCUBAR 30 min

37°¢C
LAVAROS i LAVADDS
000 AGREGAR 50 «( £ RE3SUIPENDER
000 PMN-REM EN EN 1 ml MEM
C/GRIFICIO +0.1m1 NBT

L |

000 AGREGAR 50 A1 DE
000 LEVAD. A C/ORIFICIO

xucumn,l LAVAR Y TENIR
30L0 LAS LEVADURAS INGERIDAS SE OBSERVAN
AZULES. REPORTAR % DE PACOCITOSIS

Dlagrama S

PMN » Polimortonucicarves WRT = Nitroazul de Tetrazolio Levad. = Levaduras



1) DATOS Y RESULTADOS DE LOS ADULTOS MUESTREADOS PARA LA MICROTECNICA
DE MUERTE INTRACELULAR

Los adultos fueron escogidos segun los criterios de seleccién
propuestos para llevar a cabo este estudio. El porcentaje de muerte

intracelular se calculé con la ecuacién 1 y los resultados fueron:

DONADOR 1 2 3 4 s 6 7 8

SEXO Mas Mas Mas Mas Mas Mas Mas Mas

% M.I. 139.81151.16]50.42(42.35]55.65]145.16]28.25]38.07

9

Fem

DATOS Y RESULTADOS DE LOS ADULTOS MUESTREADOS PARA
LA PRUEBA DE MUERTE INTRACELULAR

Tabla' 3

m) DATOS Y RESULTADOS DE 1.0S NEONATOS MUESTREADOS PARA LA MICROTECNICA
DE MUERTE INTRACELULAR

'

Los fueron segdn los criterios de seleccion

propuestos para llevar a cabo este estudio. El porcentaje de muerte

Intracelular se calculé con la ecuaclén 1 y los resultados fueron:
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NEONATO l SEX0 l VIA DE NACI-I SEMANA DEJ VIABILIDAD | % MUERTE

MIENTO GESTACION DE PMN INTRACEL.,

1 masc cesdrea 39.0 75.0 % 65.34
2 fem parto 40.0 87.7 % 65.09
3 fem parto 41.4 93.4 % 52,50
4 fem cesirea 40,1 95.0 %4 74.44
S masSCc parto 39.0 100.0 % 38.90
6 fem parto 39.0 80.0 % 36. 50
7 masc parto 41.6 95.0 % 50.70
8 masc parto 38.5 87.0 % 35.00
9 fem parto 41.1 98.0 % 30. 60
10 masc parto 39.5 100.0 % 26.10
11 masc parto 39.0 84.4 % 45. 90
12 fem cesérea 38.0‘ 88.0 % 56. 80
13 fem cesdrea 41.1 84.9 % 22.80
14 fem cesirea 42.2&7 78.9 4 45.30
1S nasc parto 38.4 80.0 % 29.12
16 fen parto 40,3 81.4 %4 28,18
® = hipertréfica & = postérmino

DATOS Y RESULTADOS DE LOS NEONATOS MUESTREADOS PARA
LA PRUEBA DE MUERTE INTRACELULAR

Tabla 4
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n) DATOS Y RESULTADOS DE LOS ADULTOS MUESTREADOS PARA LA MICROTECNICA

DE FAGOCITOSIS

Los adultos fueron escogldes segin los criterios de seleccién
propuestos para llevar a cabo este estudio. El1 porcentaje de
fagocitosis y el indice de Ingestién fueron calculados con las

ecuaciones 2 y 3 respectivamente. Los resultados fueron:

DONADOR | SEXO | % DE FAGOCITOSIS | INDICE DE INGESTION
1 fem 22.41 1.33
2 masc 43.40 - 1.98
3 masc 72,70 2,30
4 masc 52.90 “2-1.00
] masc 38. 50 ' 1.50
[ masc 48, 20 1,30
T masc 20.00 1.20
8 masc 25.50 2,30
9 masc 28.70 1.7¢

10 fenm 30. 60 2,00
11 nasc 38, 60 1.80
12 masc 39.40 1.70
13 nasc 28.30 1,90
14 Basc 36,55 1,22
15 fen 59. 36 2.52

DATOS Y RESULTADOS DE LOS ADULTOS MUESTREADOS PARA
LA PRUEBA DE FAGOCITOSIS

Tabla §
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o) DATOS Y RESULTADOS DE LOS NEONATOS MUESTREADOS PARA LA MICROTECNICA
DE FAGOCITOSIS

Los necnatos fueron escogldos segin los criterlos de selecclén
propuestos para llevar a cabo este estudlo. El porcentaje de
fagocitosis y el indice de ingestién fueron calculados segin las

ecuaclones 2 y 3 respectlvamente. Los resultados fueron:

Nmmmlsmtoku DE NACX-]SDMNA Dslvmxunw % FAGO- [mmcs DE
MIENTO GESTACION] DE PMN CITOSIS, | INGESTION
1 fem cesarea 40.1 95.0 % 58. 62 1,91
2 Rasc parto 38.5 87.0 % 48. 70 1.60
3 fem parto 41,1 98.0 % 26,04 1.50
4 BASC parto 39.5 100.0 % 42,54 2.20
S5 2asc parto 39.0 84.4 % 32.20 1.52
6 fom parto 39.4 82.8 % 13.60 1.30
7 fen parto. 38.0 88.0 %4 19.73 2.26
8 nasc parto ——== 92.0 % 48.27 1.40
9 magc cesérea' & 42.2 99.0 % 29.80 1.13
10 masc parto' 38.6 88.0 % 54.70 1.43
11 fen parto 37.6 82.0 % 48. 30 1.30
12 WASC parto 39.4  mmmee- 45. 10 3.00
® = hipertréfico & = postérmino

DATOS Y RESULTADCS DE LOS NEONATOS MUESTREADOS PARA
LA PRUEBA DE FAGOCITOSIS

Tabla 6
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p) PARAMETROS ESTADISTICO DE LOS DATOS.

La media simple, la varlanza, la desviaclén estandar, el % de
coeficlente de variaclon y el % de coeficlente de varlaclén corregido
fueron calculados por medlo de las ecuaclones 4, 5, 6, 8 y 9
respectivamente. Los valores para curtosis, sesgo y tercer momento se
obtuvieron a partir de los datos anteriores graclas al programa
computarizado MicroStat de andlisis estadistico. Los resultados para
ambas microtécnicas se presentan en la tabla 7. También se presentan
los resultados para muerte intracelular obtenidos por Arredondo J.L. y
Del Rey P.G. (S1) pero con la técnlca original, la cual llamamos
macrotécnica {42,43) para diferenclarla de la adaptat.:lén a

microtécnica hecha en este trabajo. Los resultados son:

HICROTECNICA l MACROTECNICA
RECIEN NACIDOS  ADULTOS ADULTOS

% M.I. PRCMEDIO 43.95 4.56 45.00
VARIANZA 246.49 71.06 31.36
DESVIACION ESTANDAR 15.70 8.43 5.60
4 COEF. DE VAR. INICIAL 35.72 18.92 12.44
% COEF. DE VAR. CORREGIDO 36.27 19.44 12.64
TERCER MOMENTO 1537.02 - 300.69 - - -
CURTOSIS 2.06 2.56 ---
SESGO 0.43 - 0.59 - - -
% FAGOCITOSIS PROMEDIO 38.96 39.00 84.40
VARIANZA 205.63 211.41 J8.44
DESVIACION ESTANDAR 14.24 14.54 6.20
X COEF. DE YAR. INICIAL 36.80 37.29 7.34
% COEF. DE VAR. CORREGIDO 37.56 37.91 T.46
TERCER MOMENTO - 1031.56 2225.34 ---
CURTOSIS 1.93 3.02 - - -
SESGO - 0.39 0.80 - -

Tabla 7

-
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MICROTECNICA |  MACROTECNICA
RECIEN NACIDOS  ADULTOS ADULTOS
INDICE FAGOCIT. PROMEDIO  1.71 1.73 ---
VARTANZA 0.2894 0.1989 ---
DESVIACION ESTANDAR 0.538 0. 446 .-
X COFF. DE VAR, INICIAL  31.46 25.78 .-
X COEF. DE VAR, CORREGIDO 32,11 26.20 -
TERCER HOMENTO 0.16 0.00 ---
CURTUSIS 3.65 2.07 ---
SESCO 1.22 0.11 - -
Tabla 7

q) COMPARACION ESTADISTICA DE LAS MEDIAS DE LAS MUESTRAS,

En una distribucién normal perfecta el valor esperado para la
curtosis es igual a 3, mlentras que el valor para el sesgo va de - 0.5
s 0.5 (52). Como se observa en la tabla 7 los valores que se obtienen .
para estos pardémetros en la wmicrotécnica de MI muestran que la
curtosis se aleja en una unidad del valor esperado para una curva de
distribucién normal, tanto para neonatos como para adultos, mientras
el sesgo se encuentra en el intervalo deseado; con estos valores para
curtosis y sesgo no es posible afirsar que nuestros datos siguen una
distribucién normal, asunque no se descarta la posibilidad de que al
aumentar el tamafio de la muestra sl la sigen.

Pars ol caso de fagocitosis se observa que la curtosls para los
adultos nos da un valor igual al de una distribuclén normal mlentras

que sl sesgo se aleja del valor de la normalidad; en cambio con los
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neonatos aparece el (f{enémenc contrario, la curtosis se aleja
considerablemente del valor de la curva normal mientras que el sesgo
se encuenira en el lntervalo deseado.

Al igual que para la prueba de MI no es posible afirmar con estos
parametros que nuestros valores siguen una distribucién normal,
tomando en cuenta y con reserva que el tamafioc de la nuestra es muy
pequefio,

En el caso del indlce fagocitico para los rectén nacidos la
curtosis y el sesgo se alejan de los valores deseados y los adultos
muestran una curtosis alejada pero un sesgo dentro del intervalo de
valor esperado para una curva normal, por lo tanto tampoco en este
caso ho es posible afirmar que nuestros, valores siguen u:;a
distribucién norsal y al igual que con las pruebas anteriores afirmar
esto significaria analizar nuestros datos de forma errénea provocando
con esto un aumento del error de tipo 1, estadisticamente hablando, o
sea rechazar una hipbtesis que es verdadera, en este caso la hipdtesis
nula,

Con base en lo anterior el andlisis de las medias mueeirales se
reallzé a través del wétodo estadistlco no paramétrico de Mann-Whitney
{48,49,50). El andlisls se apllcé a los tres resultados reportados: X%
de muerte intracelular, % de fagocitosis e fndice fagocitico.

Para realizar este andlisis se procede a combinar los datos de
neonatos y adultos de cada prueba reportada por separado, se ordenan y
enuzeran en orden creclente todos los datos (neonatos y adultos), se

susan todos low nimeros stribuldos a la muestra més pequefis, suma que



s:; nombra S. A la muestra con el menor numero de datos se le llama n y
a la muestra con mayor nimero de datos se nombra m.

Con el valor de S se apllca a cada prueba la ecuacién 12 lo que
nos da el valor experimental de U. Después se busca en tablas el valor
minimo que puede tomar U bajJo el mismo niumero de datos que se esta

_anauzando y con una p < 0.05 . El valor mdximo de U se calcula
aplicando la ecuaclén 13. La prueba se interpreta de la sigulente

manera:

S1 U minima < U experimental < U méxima =» hipétesls nula =
verdadera . No existe diferencia entre las medias de las

muestras anallzadas.

Los resultados del andllsls anterior se muestran en la tabla 8.
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NEONATOS ADULTOS
KUERTE
INTRACELULAR 16 9
MUESTRA [ n
S (suma total) 203 122
U experimental (Ec. 12) 67 T
U minina (Tablas a p < 0.05) 43 43
U mixima (Ec. 13) 101 101
FAGOCITOSIS 12 15
KUESTRA n n
S (suma total) 174 204
U experimental {Ec. 12) 96 84
U minina (Tablas a p < 0.05) 56 S6
U mdxima (Ec. 13) 180 180
INDICE FAGOCITICO 12 15
MUESTRA n L]
S5 (suma total) 158.5 219.S
U experimental (Ec. 12) 80.5 99.6
U ofnina (Tablaw a p < 0.05) 56 56
U oaxima (Ec. 13) 180 180

Tabla 8

Por lo que se concluye que se acepta la Ho (media de neonatos =
media de adultos) para los tres parimetros valorados, ya que en todas
las pruebas realizadas la U experimental se encuentra entre los

valores de U minima de Tablas y U maxima calculada.
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r) INTERVALO PERMISIBLE DE VALORES PARA LAS MEDIAS DE LAS MUESTRAS.

Para encontrar los intervalos permisibles de valores de la medla,
tanto para neonatos como para adultos, para ambas microtécnicas se
utiliza el error estandar de la medla corregido por un factor de la
digtribucién t de Student. Se sabe que para poder aplicar estos
cAlculos a los datos cbtenldos es condlcién que éstos presenten una
distribucién normal o que se acerquen a ella; aunque no se puede
afirmar que los datos obtenidos en este trabajo siguen este tlpo de
distribucién se decldiéd Eeallzar estos céalculos, suponiendo que los
resultados no estdn demasiado lejos de una distribucién normal, por lo
tanto asumjiendo una distribucién normal se presenta una primera
aproximaclén a los valores de referencla para las medias muestrales de
cada microtécnlca.

Una prueba estadistica no paramétrica no es capaz de realizar
este tipo de cadlculos (48,49,50), por ello se utilizé una prueba
paramétrica suponiendo que si se aumentara de tamafio la muestra lo mis
probable es que sigulese una distribucién de tipo normal, pero para
efectos de este trabajo es suficlente con esta primera aproximaclén.

Los intervalos se calcularon de la siguiente manera {(45,46):

a) Se calculé primero el error estdndar de la media segin la
ecuacién 7 para cada técnica,

b} Utilizando tablas con los valores de t de Student para
muestras pequefias, con una p s 0.05 para una curva de dos.colas y con

los grados de libertad de cada técnica se obtiene un factor de
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correccién el cual multiplica al error estdndar de la medla.
¢) Este nuevo valor obtenldo se suma y resta dos veces al valor

de la media para encontrar el Iintervalo permisible corregldo,

Para muerte Intracelular los resultados fueron:

NEONATOS ADULTOS
# de Eventos 16 9
Grados de Libertad 15 8
X %M1 43.95 . 44.56
S_de M.I. 15.70 8.43
Sx de M.I. (Ec.7) 3.92 2.81
t Tablas con p = 0.05 -
(factor de correccién para Sx) 2.131 2.306
Sx corregida 8.3641 : 6.4799
X XM.I. -/ +2veces S 12,55 - 75.35 27.69 - 61.42
XXMHI. =7/ ¢2veces
Sx corregida 27.22 - 60.67 31.60 - 57.51
Tabla 9

Finalmente el Intervalo para necnatos es: 27.22 - 60.67 % Ml y
para los adultos es de 31,60 - 57.51 X% MI; de acuerdo a lasg
limitaciones ya expuestas y s6lo como valores que se esperarian en

experimentos similares con comportamiento de una distribucién normal.



Para fagocltosls los resultados fueron:

NEONATOS ADULTOS
# de Eventos 12 15
Grados de Libertad 1 14
X X Fagocitosis 38.96 39,00
S_de Fagocitosis 14.34 14.54
Sx de Fag. (Ec.7) 4.13 3.63
t Tablas con p 5 0.05 -
{factor de correccién para Sx) 2.201 2.145
Sx corregida 9.1112 7.7970
X X Fag, = / + 2 veces S 10.28 - 67.64 9,92 - 68. 08
X_X% Fag. - / + 2 veces
Sx corregida 20.73 - 57.18 23.40 - 54.59
Tabla 10

El intervalo para neonatos es: 20.73 - 57.18 % Fagocitosis y
para los adultos es de 23.40 - 54.59 % Fagocltosis de acuerdo a las
lipitaclones ya expuestas y sélo como valores que se esperarian en

experimentos similares con comportamiento de una distribuclén normal.



Para indice fagocitico los resultados fueron:

. NEONATOS ADULTOS
# de Eventos 12 © 15
Grados de Libertad . 11 14
X Indice Fagocitico 1.71 1.73
S_Indice Fagocitico 0.538 0.446
Sx de Ind.Fag. (Ec.7) 0.1553 0.1115
t Tablas con p = 0.05 -
(factor de correccién para Sx) 2,201 2,145
$x corregida 0.3418 0.2391
X Ind.Fag. - / + 2 vecen S  0.634 - 2.786 0.838 - 2.622
X_Ind.Fag, -~ / + 2 veces
Sx corregida 1,026 ~ 2.393 1.25% - 2,208
Tabla 11

Los Intervalos del indice fagocitlco para neonatos y adultos
respectivamente son: 1.026 - 2.393 y 1.251 - 2,208 de acuerdo a las
limitaclones ya expuestas y s6lo como valores que se esperarian en

experimentos similares con comportaniento de una distribuclén normal.

Los valores permisibles para las medias nuestrales para % de
muerte intracelular, % de fagocitosis e indice fagocitico se presentan
en las graficas 5, 6 y 7 respectivamente, con las correcclones hechas

para nmuestras pequefias.
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CAPITULO ¥

DISCUSION Y CONCLUSIONES-




DISCUSION

La adaptacién a microtécnicas de Jos métodos de muerte
intracelular y fagocitosis reunen las caracteristicas necesarias para
su aplicacién a neonatos dada la pequefia cantidad de muestra (Z a 3 ml
de sangre) que se requlere para su ejecucién,

La variaclén obtenlda en las microtécnicas adaptadas es alrededor
del 35 % lo cual es normal dentro de este tipo de estudlos (41) en los
que se trabaja con sistemas blolégicos y donde se trata de reproducir
in vitro sistemas que emulen fenémenos que suceden fn vive, por lo que
después de tomar en cuenta las manipulaclones y camblos sufridos por
las células fagocitlcas, el % de coeficiente de variacién obtenido
para las microtécnicas es el esperado para métodos de prueba con
células vivas.

La sensibilidad de la microtécnica de muerte Intracelular queda
de manlfiesto por el coefliciente de correlacién (0.99} obtenido en la
reduccién del MIT a bajas concentraclones de éste y de levaduras; este
coefliciente nos asegura una excelente llnealldad en el sistema
propuesto para medir la eflciencia de los mecanismos microblicidas del
PHR en contra de C.alblcans. Sin eambargo con el fin de aumentar la
reproducibilidad de 1la microtécnica de wmuerte intracelular se
recomienda que este tipo de estudios se reallicen por triplicado, con
el equipo adecuado para una microtécnica y en condiclones estrictas de

esterilidad.
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La microtécnica de fagocitosis se propone en este caso como un
complemento de la prueba de muerte intracelular, ambas en conjunto nos
proporcionan mucho mas Informacién acerca de les mecanls}gos
microbleidas del PMN que individualmente pues cada técnlca evalua
diferentes sistemas oxidativos, slendo mis sensible el sistema
indlcador del MIT ya que se valora espectrofotométricamente a
diferencia de la fagocitosls en la cual influye la subjetividad del
observador. Las diferencias obtenldas en los valores de adultos para
1la microtécnica de % de fagocltosis en comparacién con la macrotécnica
se deben no s6lo a la reducclén en el nimero de células utilizadas en
la microtécnica sino tamblén a la reducciédn del area de adherencia con
lo cual se reduce notablemente la probabilidad de contacto entre los
PMN y las levaduras. Asi mismo la reducclén en el numero de PMN usados
obliga a cuidar las pocaslcélulas ya adheridas al 4rea de contacto y
evitar que se presente en ellas el fendémeno de autolisis, es por esto
que los tlempos de incubaclén se redujeron e indirectamente, la
probabilidad de que suceda una mayor ingestlén de levaduras por parte
de los PMN también disminuys. Por todas estas razones es que la
técnica de fagocltosls fué adaptada en funcién de la microtécnica de
muerte intracelular y se presenta mis como una prueba cualitativa que
cuantitativa, a diferencia de la de muerte intracelular.

En los resultados obtenidos de neonatos, tanto en la microtécnlca
de fagocitosis como en la de nuerte intracelular, no se observé

correlacién alguna entre el % de viabilidad de los PMN al momento de
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trabajar con ellos y los valores obtenidos para 4 de muerte
intracelular, % de fagoclitosis e indlce fagocitico.

As{ mismo tampoco se observé correlactén entre el sexo de los
neonatos, la via de nacimiento o la semana de gestacién y los
paradmetros antes menclonados, por lo que se concluye que éstos
parametros (% Muerte Intracelular, % Fagocltosis e Indlcé Fagocitico)
son independientes de las condicliones del neonato, bajo los criterios
de seleccién de éstos para la reallzacion de este estudio.

El estudio se restringe a las caracteristicas de las técnlcas
propuestas destacando en ello el sistema indicador usadoc y su
concentracién, la cantidad de células PMN utlll;adas y la célula
blanco empleada, en este caso la levadura C.albicans.

Los resultados obtenidos en ambas microtécnlcas nos muestran que
las células fagocitlcas de los neonatos son capaces de llevar a cabo
la muerte intracelular y la fagocitosis con la misma eficlencia que en
el adulto cuando la fuente de opsontnas es lgual y constante para
ambos {suero pool normal). Esta aseveraclédn se comprueba a través de
la aceptacién de la hipétesis nula (Medla de Neonatos = Media de
Adultos)} con la prueba estadistica no paramétrica de Mann-Whitney,

La diferencia entre adultos y neonates en cuanto a eficiencia para
llevar a cabo la muerte intracelular y la fagoclicals reportada por
otros autores se debe a que en la etapa neonatal el sistema jnmune
especifico no estd del todo desarrollado y existe una deficiencia o
ausencia de anticuerpos especificos, por lo que l!a etapa de

reconocimiento no se veriflca con la misma eficacia que en los
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adultos, sliendo esta etapa de reconocimlento critica al momento de
nacer; es por ello que se plensa que esas diferencias se deben mas a
efectos humorales que celulares (32,33).

Sin embargo la mayor dispersién observada para los neonatos en la
varianza y el intervalo de valores permisibles para media muestral en
ambas microtécnlicas respecto a los valores obtenidos de estos mismos
pardmetros para los adultos se debe a que los PMN de neonatos
presentan diferentes estadios de madurez (53); esto refleja el hecho
fisiolégico conoclido como “leucocltosls del recién nacldo” en el cual
probablemente exlsta un estimulo iniclal para desarrollar un primer
mecanismo de respuesta celular inespecifico al momento de nacer
{primera exposicién a antigenos). Esta leucocitosis decae después de
las primeras doce horas de vida extrauterina por lo que los resultados
obtenidos en los neonatos deben tomarse con la reserva de que éstos
fueron muestreados entre las O y 48 horas de vida. Como se observa en
las grificas 5, 6 y 7 los valores permisibles de la media para los
neonatos siempre abarcan el intervalo de valores permisibles para los
adultos en el caso de los tres parimetros evaluados (% MI, % Fag. e
Ind. Fag.). Este hecho confirma que entre los PMN de neonatos existen
nAs diferencias cuantitativas y cualitativas (29) que entre los PMN de
adultos.

Al evaluarse los resultados obtenldos para las microtécnicas se
debe tomar en cuenta que el tamafio de las muestras fue pequefio y que
tampoco es posible estudlar todos los factores que pueden influir en

la regpuesta Inmune del recién nacido como son: el parto con [érceps,
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el sindrome de asplracién de meconio, la presencia asintomatica de
glucosa en sangre, el uso de oxltocina durante el parto, etc (53).

Dado el pequefic tamafio de las muestras estudladas no se puede
afirmar categéricamente que éstas se comportan de acuerdo con una
distribucién normal, para ello se debe aumentar el tamafic de las
mismas; es por esto que para lograr un znalisis estadistico correcto
de muestras pequefias no debe asumirse una distribuclén de este tipo sl
no se cuenta con leos suficlentes elementos para ello, pues de lo
contrario solo se logrard aumentar la probabllidad de-cometer errores
de tipo 1 o sea el rechazar la hipétesis nula cuando ésta es
verdadera.

Finalmente la adaptacién a microtécnicas de los métodos
propuestos no sélo Justiflca la realizacién de este trabajo sino
también su probable aplicacién futura a lactantes y nifios pequefios
donde la muestra sanguinea que puede obtenerse de ellos también es
pequefta; sobre todo en el caso de nifios que presentan infecclones
recurrentes en los cuales se requiere de otras pruebas de laboratorio
(biometria hemézlca, quimica sanguinea, hemocultivo, etc.) para lograr
un diagnéstico clinice acertado.

La utilidad de las microtécnlcas de muerte intracelular y
fagocitosis no sélo se contespla para su apllcacién en estudios de
tipo transversal y en estados de salud o enfermedad, sino también como
un posible sgeguimlento de 1a maduracién del sistema inmune humano,

tanto en sus aspectos humorales como celulares, desde las etapas mas
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tempranas de vida hasta antes de la adolescencia completando con esto
todo un cliclo de Investigacién en el area de la lnmunologia neonatal e

infantil.



CONCLUSIONES

1) La técnica de muerte intracelular se adapté a microtécnica con
excelente sensibilidad, lo cual se refleja en la linealidad del
sisterna  indicador y en la cantidad tan pequefia de células PMN

necesarias para llevarla a cabo.

2} Las microtécnicas de muerte intracelular y fagocitosis pueden

levarse a cabo simult rente empleando de 2 a 3 ml de sangre

periférica, lo cual Jas hace recomendables para el estudio de los

mecanismos fagociticos en el neonato.

3) La fagocitosis considerada como la Ingestion de particulas por
los fagocitos es Iigual para neonatos y adultos cuando la fuente de

opsoninas es la misma y constante para ambos.

4) la muerte intracelular considerada como la destruccién de
particulas por los fagocitos es igual para neonatos y adultos cuando
la fuente de  opsonipas es la misma y constante para

ambos.

5) Se presenta una mayor dispersién en la muerte intracelular y
en la fagocitosis en los neonatos respecto a los adultes, lo cual se
debe muy probablemente a los diferentes estadlos de madurez que

pr an los p f es de neonatos, tendiendo mas hacla los

estadios inmaduros.
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APENDICE A

PREPARACION DE REACTIVOS

PREPARACION DE SOLUCION SALINA NORMAL (SSN)

Se disuelven 0.850 g de NaCl por cada 100 ml de agua estéril.

PREPARACION DE LA SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (SAF}

Soluctén A " Soluctén B
NaH PO, (monobasico) 4.14 g Na _HPO, (dibasico) 4.26 g
NaCl 7.00 g NaCl 7.00 g
H20 1000 ml Hzo 1000 ml

Mezclar 12,5 ml de la solucién A mis 37.5 ml de la solucién B,

ajustar pH = 7.2 con HCl IN 6 con NaHC()3 IN. Se puede usar NaN3 al 1%

como conservador (12).

PREPARACION DE MEDIO MINIMO ESENCIAL (MEM}

Este medlo ya viene preparado comercialmente. Se prepara
disolviendo 45.9 g de este medio en 5 litros de agua destilada,
ajustandose el pH = 7.2. Después se filtra en esterilidad con un

flltro Millipore de poro 0.22 um estéril. Se guarda en refrigeracién.

119



PREPARACION DE ALSEVER-GELATINA

Glucosa 20.50 g

Citrato trisédico * ZHZO 8.00 g

Ac.Citrico * HZO 0.55 g
NaCl 4.20 g
HZO 1000 ml

ARadir gelatina bacteriloldglca al 3 % . calentar suavemente hasta
dlsolucién total. Se esteriliza en el autoclave a 10 1b durante 20
min. Luego se agregan 2.5 ml de esta soluclién a tubos estériles de 13
X 100 con tapén de rosca y se guardan en refrigeraciéon. Para la toma
de la muestra se callentan suavemente los tubos hasta fupdir la

gelatina (35).

PREPARACION DE AMARILLO DE TETRAZOLIO (MTT) {bromuro de
3-{4,5-dimetiltiazol-2-11] -2,5-difeniltetrazolio}

Se disuelven S mg de MIT por cada ml de SAF. Se fracclona en
viales con 250 ul del concentrado que se guardan en congelacién. En la
practica se usa una diluclén 1:30 en SAF de este concentrado,

probandose su estabilidad cada semana.

PREPARACION DEL ACIDO DESOXICOLICO
(Sa-ac. colico-3',12' diol)

Se disuelven 2.5 g de este reactivo en 100 ml de solucién salina

noraal, se deja reposar toda la noche, despues se centrifuga a 1 000 g



durante 15 mlnutos dos veces, finalmente se filtra en papel Watmann #
40. La solucién debe quedar libre de particulas con un pH final de 4.9

- 5.6 , se guarda en refrigeracién.

PREPARACION DE AZUL TRIPANO

Se prepara una soluclién al 0.2 % de azul tripano en solucién
salina al 0.85 % estéril, en la practica se usa una dilucion 1:10 en

SSH de ésta soluclén.

PREPARACION DE CLORURO DE NITRO AZUL DE TETRAZOLIO
MONOHIDRATADO (NBT)

En solucién salina al 0.85 % se prepara una soluclén al 0.1% de
NBT. Se fracciona en frascos viales con 0.2 m] de NBT, se guardan en

congelacién hasta el momento de su uso.

PREPARACION DE ALCOHOL ISOPROPILICO 0.04M HC1

Se necesitan 1.460 g/mol de HCl en 1000 ml de alcohol para
obtener una soluclbn“ 0.04 M. El 4cldo clorhidrico es liquido por lo
tanto se divide la masa entre su densidad para obtener los mililitros
necesarlos para esta soluclén.Se guarda en refrigeracién.

1.460. g/mol + 1.185 g/ml = 1.230 ml/mol en 1 litro de Agua
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PREPARACION DE SAFRANINA

Se disuelven 5 g de safranina en 10 ml de etanol, se deja reposar
una noche, se filtra y luego se agregan 90 ml de agua estéril, para

una concentracién flnal al S5 % .
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APENDICE B

ABREVIATURAS UTILIZADAS

Ac Antlcuerpo

Ag Ant igeno

a-S antisuero

ASC Agar Sangre de Carnero

c Suero Control

C3a Fracclones del Componente C3
Cab Y } del Sistema Complemento

Csa Fracclones del Componente Cs
Csb Y } del Slstema Complemento

cp Control Positivo

o Control Negative

c.v. Coeficiente de Varlacién

% C.V. Coeficiente de Varlacién en Porcentaje
Dil. Dilucién

Est. Suero Estidndar

Fag. . Fagocitosis

% Fag. Porcentaje de Fagocltosis
GMPc Guanosin Monofosfato ciclico
HAF Via de la Hexosamonofosfato

Ind.de Ing. Indice de Ingestién

Ind. Fag. Indice Fagocitico

1IKPer Instituto Naclonal de Perinatologia
5.3 Levaduras Muertas

Ly Levaduras V!:_vn



Luqsltud de onda en nandmetros
Muestra

Macréfagos

Medio Esencial Minimo

Muerte Intracelular

Porcentaje de Muerte Intracelular
Microorganismo

HMieloperoxidasa

Amariilo de Tetrazolle

Azul de Tetrazolio

Suero Problema

Agar Papa Dextrosa

Célula Polimerfonuclear

Relaclién o Proporcién

Recién Nacido

Solucién Amortiguadora de Fosfatos
Solucién Salina Normal

Porcentaje de Transmitancia

Virus de la Inmunodeficiencta Humana
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