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INTRODUCCION

Las infecciones bacterianas sistémicas siguen siendo una de las
primeras causas de morbilidad y muerte en recién nacidos (RN) y las
bacterias gramnegativas continitan siendo los principales agentes
causales de septicemia neonatal en nuestro medio (1,2). La mayor
susceptibilidad del neonato a este tipo de infecciones esta
condicionada por su menor capacidad de respuesta inflamatoria
aguda. La depuracién reticuloendotelial de bacterias encapsuladas,
como Klebsiella pneumoniae, es deficiente en los recién nacidos, lo
cual parece contribuir a la gran SUSCEPUblhddd del neonato a las
infecciones sistémicas por este agente (3),

K. pneumoniae es una bacteria gramnegativa encapsulada. Es

‘una de las primeras causas de bacteriemias primarias en pacientes
- hospitalizados en todo el mundo (4) y de septicemia y meningitis en

recién nacidos en México (1,2,5). Al igual que las demds bacterias
gramnegativas, contiene en su pared un lipopolisacarido o
endotoxina, el cual es responsable de desencadenar varios aspectos
de la respuesta inflamatoria aguda a la infeccién bacteriana e induce
cambios sistémicos que se manifiestan con fiebre, somnolencia,
taquicardia, cambios en las cuentas de leucocitos y plaquetas y
aumento en la sintesis de proteinas reactantes de fase aguda (6).
Todos estos cambios son mediados por proteinas con actividades
hormonales que modulan la respuesta inmunolégica y que
pertenecen al grupo de factores solubles denominados citocinas (7).
Entre mas de 50 citocinas conocidas, el factor de necrosis tumoral
(TNF), los factores estimulantes de colonias en los 6rganos
hematopoyéticos (CSF) y las interleucinas (IL), son las proteinas que

"inducen la mayoria de los cambios que se presentan como respuesta

a una infeccidén por bacterias gramnegativas o a la administracion
experimental de endotoxina (8).

En estudios con ratones, hemos observado que al administrar
una suspensién de fosfatidilcolina (FC)} de soya por via
intraperitoneal (ip) se presenta un aumento significativo de
leucocitos polimorfonucleares (PMN) circulantes, lo cual no sucede
con la administracion de otros lipidos saturados (9). La
administracion de FC aumenta la depuracion reticuloendotelial de
particulas de carbono en ratones (10) y mejora la sobrevida de

‘animales con infeccion experimental por Staphylococcus aureus (11),



En estudios in vitro, se ha observado que FC y su metabolito
lisofosfatidilcolina (LFC) aumentan la actividad fagocitica de
leucocitos mononucleares y PMN retados con particulas de latex o con
bacterias muertas por calor (12,13). Ademas, los macrofagos
peritoneales de ratones inoculados con FC por via ip se convierten en
macrofagos activados (11), los cuales son capaces de producir y
liberar interleucina-1 (IL-1) a la circulacién sistémica (7). Los efectos
de leucocitosis y neutrofilia que hemos cbservado en ratones (9) y en
ratas (14,15) inoculados con FC podrian ser exph(.ados por efecto de
IL- 1

En el presente estudio se describen los efectos de la
administracién Ip de FC en las respuestas de sobrevida, en las
cuentas de leucocitos circulantes, depuracion reticuloendotelial,
hematopoyesm extramedular y produccion de IL-1 y de IL-6 en ratas
Wistar recién nacidas inoculadas con una dosis letal de
K. pneumoniae,



ANTECEDENTES

Las infecciones bacterianas constituyen una de las principales
causas de morbilidad y mortalidad en todos los hospitales del mundo.
Uno de los agentes causales de septicemia mas frecuentes en
pacientes hospitalizados es Klebsiella pneumoniae (4). Las infecciones
nosocomiales producidas por esta bacteria son dificiles de controlar,
debido a que frecuentemente estan implicadas cepas resistentes a los
‘antimicrobianos de uso comun (16,17), Las principales bacterias que
causan sepsis neonatal en varios hospitales de la Ciudad de México
son K. pneumoniae y Escherichia coli (1,2,5,18). Estas dos bacterias, al
igual que los estreptococos del grupo B y Staphylococcus epidermidis,
que son actualmente las dos primeras causas de sepsis neonatal en
Bstados Unidos de Norteamérica (19), estan provistas de una cdpsula

externa constituida por unidades repetitivas de varios monosacaridos

que les dan caracteristicas antigénicas por las que pueden ser
reconocidas seroldégicamente (20)

, Las bacterias que contienen una capsula exierna, generalmente
constituida por un polisacarido, tienen la capacidad de evadir la
Fagocitosis, Este fenémeno se ha tratado de explicar por un
mecanismo de tolerancia o "paralisis inmunolégica” inducido por la
presencia de grandes cantidades del polisacarido, las cuales ejercen
un efecto de neutralizacion de anticuerpos, 0 por un efecto téxico
directo de la sustancia capsular de neumococos (21) o de Klebsiella
pneumoniae (22) sobre las células fagocmcas y células
mmunocompetentes.

Otro mecanismo de evasién de la fagocitosis que la capsula
proporciona a tales bacterias es el bloqueo de la opsonizacién por
factores del complemento, como sucede con el estreptococo tipo III
del grupo B, Escherichia coli K-1 y Neisseria meningitidis del tipo B,
cuyos respectivos polisacaridos contienen un acido sialico en posicion
terminal que produce una inhibicion total de las dos viasde
activacién del complemento (23,24), a menos que se encuentren
presentes anticuerpos capsulares especificos (25). En el caso de -
varias cepas capsuladas de Streptococcus pneumoniae, el factor C3b
que se deposita sobre la capsula muestra una gran disminucion en la
afinidad por el factor B-properdina, de tal manera que la
amplificaciéon del sistema por la via alterna es minima, lo cual limita

o o A b 15 A s R 8 5




4

la capacidad de bacteriolisis del complemento, la opsonizacion de las
bacterias y la fagocitosis (26,27).

A diferencia de las bacterias capsuladas, las que no lo son
pueden inducir activacion de la via alterna del complemento
mediante diversos componentes de su pared celular y, en el caso
especifico de bacterias gramnegativas, mediante el lipopolisacarido
(LPS) 0 endotoxina de su pared externa (28), El LPS puede inducir
también activacion de la via clasica del complemento en ausencia de
anticuerpos especificos (29,30). Sin embargo, para que este
mecanismo de activacion sea inducido por bacterias encapsuladas, se
requiere de la presencia de anticuerpos antlcapsulares espec1f1cos
(28).

Las células fagociticas que participan en la depuracion de
bacterias son los leucocitos PMN, monocitos y macrofagos, 1os cuales
poseén receptores de superficie en sus membranas celulares para la
fraccion cristalizable (Fc) de las inmunoglobulinas de clase IgM e IgG
y para el factor C3b del complemento (31-33). Cuando se produce
bacteremia, la depuracion de bacterias por monocitos y macrofagos
que constituyen el sistema mononuclear fagocitico (SMF), antes
conocido como sistema reticuloendotelial (SRE), desemperia un
importante papel en el control de los procesos de septicemia (34), Las |
células del SMF se distribuyen en diferentes ¢rganos y tejidos del :
~organismo y provienen de leucocitos mononucleares originados en la f
médula ¢sea y que en su fase previa de establecimiento como
macréfagos en determinados tejidos se encuentran circulando como
monocitos en la sangre (35). La localizacién de los macrofagos es muy
extensa, pero los que desempenan predominantemente funciones de g i
fagocitosis se encuentran en higado, bazo, pulmones, médula Gseca y z
ganglios linfaticos. La actividad fagocitica de limpieza o depuracién -
de bacterias de la sangre se lleva a cabo en un 85% a 90% en los ~
macroéfagos de higado y de bazo (36). La participacion de los
macrofagos alveolares pulmonares parece tener 1mportcmc1a en
etapas tempranas o incipientes de la bacteremia (37); sin embargo,
su actividad de depuracién se hace poco eficiente después, cuando ya
la septicemia se encuentra establecida (38).

iy’

Cuando la bacterenna es prolongada, repetitiva o de gran
magnitud, la depuracion hepatica y la esplénica adquieren gran
importancia para controlar la septicemia. Estos hallazgos se han
descrito en animales no inmunes infectados experimentalmente con
Streptococcus pneumoniae (39) o con K, pneumoniae (40). La
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depuracion de varias cepas de E coll y de Salmonella es menor en
ratas recién nacidas (RN) que en las adultas (41), 1o cual se relaciona
con la capacidad del higado para capturar bacterias, ya que ésta
aumenta con la edad (42,43). También los macréfagos alveolares
pulmonares de animales RN muestran actividades fagocitica y
bactericida disminuidas cuando son retados con bacterias
encapsuladas como E coli o Staphylococcus aureus (44), lo cual
parece estar relacionado con deficiencia en las actividades de
lisozima, del ciclo de Krebs y de la via hexosa-monofosfato de estas
células (45). Tales funciones tienden a recuperarse después de la
primera semana de edad (44).

La capacidad de depuracion bacteriana pulmonar es deficiente
en animales RN infectados experimentalmente con Staphylococcus
aureus (46), con estreptococos del grupo B (47), con neumococos (48),
o con K, pneumoniae (40). Aunque la cantidad de macréfagos |
alveolares por gramo de tejido pulmonar es menor en los animales
RN que en los adultes, la depuracion pulmonar de bacterias sigue | »
siendo deficiente en las primeras semanas de edad, ain a pesar del L
incremento en el nimero de células fagociticas residentes en los
pulmones (44,46-48). La depuracién hepatica y esplénica de coloide
- se ha reportado disminuida en ratas RN (49). En las primeras
semanas de edad se encuentra en este modelo animal una mejoria
gradual de la depuracién hepatica de coloide, pero no de la
depuracion en el bazo. De estos resultados se ha sugerido una
hipoesplenia fisiol6gica en animales RN, que explicaria en parte su
mayor susceptibilidad a las infecciones por bacterias encapsuladas,
tal como sucede en huéspedes asplénicos (50-52).

En estudios previos, efectuados en ratas Wistar con sepsis
experimental por Klebsiella pneumoniae, hemos observado una
notable diferencia entre los patrones de depuracién bacteriana de
ratas adultas y recién nacidas, con una importante depuracion
pulmonar en las fases tempranas de la septicemia en ratas adultas, a
diferencia de una depuracién pulmonar tardia y deficiente en los
animales RN (40). También observamos un predominio discreto de la
depuracion esplénica en las ratas adultas y un claro predominio en la
depuracién hepatica en las ratas RN; sin embargo, la eliminacién de
bacterias fue mas efectiva en el bazo. La bacteremia
cuantitativamente mayor y de duracion mas prolongada en las ratas
RN sugiere una hipoesplenia fisiologica, manifestada por la menor
capacidad de depuracion esplénica, y una menor capacidad del
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6
higado para eliminar a la bacteria, ain a pesar de la mayor capacidad
de este ultimo érgano para captar bacterias de la sangre (40).

La respuesta de leucocitos PMN, que constituyen la primera
linea de defensa contra infecciones bacterianas agudas, se caracteriza
en animales y humanos RN por una leucocitosis temprana y fugaz
que representa una salida rapida de reservas medulares de
granulocitos (53-55), seguida de una respuesta de leucopenia que
puede llegar a representar agotamiento de las reservas medulares
cuando la infeccién se prolonga y no es controlada (56). Las reservas
de granulocitos en el RN son de 5 a 7 veces menores que en el adulto
(57) y la proliferacion medular de precursores de granulocitos es
deficiente en los neonatos (58); de tal manera, que durante una
infeccién grave los RN pueden cursar con neutropenia absoluta y alto
riesgo de muerte (56). Las fases de leucocitosis y leucopenia descritas
por Christensen, las hemos observado también en las ratas RN
infectadas por Klebsiella (40).

En otros estudios, hemos investigado en ratones, ratas y
pacientes pediatricos el efecto del fosfolipido fosfatidilcolina (FC)
sobre la respuesta aguda a la infeccion y especialmente sobre la
capacidad fagocitica y 1a actividad bactericida de las células
fagociticas (9,14,59-62). El fosfolipido mds abundante de la capa
externa de las membranas celulares es la FC, que de acuerdo a su
relacién proporciona! con el colesterol determina la fluidez y
movilidad de la membrana celular y cambios de carga eléctrica en
esta capa (63,64). Las membranas celulares estan constituidas por
una bicapa de fosfolipidos que presenta grupos hidrofébicos en la
interfase de las dos capas y grupos hidrofilicos expuestos al
citoplasma o al espacio extracelular (65). La presencia de FC en la
membrana es regulada por varios mecanismos de sintesis y
catabolismo (66,67) y la administracion exdgena de FC modifica la
relacién colesterol:FC en la membrana (68,69}, lo cual disminuye la
microviscosidad lipidica y aumenta la fluidez de la membrana
celular; tales cambios modifican 1a disponibilidad de receptores de
superficie (70) y alteran los mecanismos de senales intracelulares
(66,71).

La membrana celular de los fagocitos juega un importante
papel en el proceso de fagocitosis, exponiendo receptores para los
anticuerpos y factores del complemento que opsonizan a las bacterias
y pdrtlculas extranas al organismo (32,33) v desencadenando los
mecanismos bactericidas de estas células (72). las fosfolipasas Al y



A2, enzimas asociadas a la membrana, actuan sobre la FC para
producir lisofosfatidilcolina (LFC) (67,7 3). Este metabolito de la FC
estimula in vitro la capacidad fagocitica de leucocitos PMN (13) y de
macrofagos (12), inhibe a la enzima adenil-ciclasa y estimula a la
guanil-ciclasa (71), lo cual limita la produccion de AMP ciclico y
favorece la produccion de GMP ciclico. El GMP ciclico, a su vez,
promueve la quimiotaxis y degranulacion de leucocitos PMN (74),

Al administrar FC por via ip a ratones infectados
experimentalmente con Staphylococcus aureus, Sowar y cols.
observaron que la sobrevida de los animales mejoré (11). De igual
manera, Santos y cols. demostraron un efecto protector de la FC en
las crias de ratas con infeccién experimental por estreptococos del
grupo B (59). En ratones adultos inoculados con FC por via ip, hemos
observado una respuesta de neutrofilia en ausencia de infeccién (9).
Esta respuesta de leucocitosis fue mucho mas significativa 24 horas
después de retar con una dosis letal media (DLsg) de Klebsiella
pneumoniae a ratas Wistar adultas que habian mdo prevnamente
inoculadas con EC (14,15). |

Tanto en ratas adultas (9,14,15,62) como en ratas RN (17) con
septicemia experimental por Klebsiella, hemos observado que la FC
mejora la sobrevida de los animales. La depuracion bacteriana en
ratas adultas tratadas con FC e infectadas con Klebsiella pneumoniae
tres dias después es mas rapida (14). Este hallazgo podria estar
relacionado con la capacidad de FC para activar macréfagos
peritoneales (11), los cuales muestran mayor capacidad de
depuracion de particulas inertes después del indculo de FC por via ip
(10). La posibilidad de que FC produzca una activacion inespecifica de
macro6fagos, con la subsecuente produccion de interleucina-1 (IL-1)

por los macrofagos estimulados (7), podria explicar la leucocitosis y la

neutrofilia que observamos en los animales inoculados con FC
(9,14,15). Esto sugiere la posibilidad de que una adecuada
biodisponibilidad de la FC exégena (75) permita su incorporacion a
las membranas celulares de los fagocitos (68,69), llamense
macréfagos o PMN. La mayor capacidad de depuracién de bacterias
(40) y de particulas de carbono (10}, asi como el incremento en el |

" nimero de leucocitos PMN en los animales tratados con I'C, sugieren
que las células fagociticas de estos animales mejoran su actividad
fagocitica de depuracién y su capacidad bactericida.

En un estudio reciente, se observd que los leucocitos PMN de
adultos sanos que fueron alimentados por tres dias con FC duplicaron
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8
su capacidad para fagocitar y matar a Candida albicansy la cantidad
de acido araquidoénico (AA) en sus membranas se triplico, dando
lugar a una mayor produccion de leukotrieno B4 (61). Aunque en ese
estudio no se determind la produccion de otros metabolitos del AA,
como prostaglandinas y tromboxanos, el hecho de demostrar que la
administracion exdgena de FC es capaz de aumentar las reservas de
AA sugiere que los factores que estimulan su degradacién por
activacién de S-ciclooxigenasa, como el LPS y la interleucina-1 (7),
estarian en posibilidad de generar mas metabolitos activos y
modificar la intensidad de la respuesm inflamatoria aguda alas
infecciones.

Considerando las caracteristicas propias de la inmunidad del
huésped RN, en particular su deficiente capacidad de respuesta
leucocitaria a la infeccién aguda y su pobre capacidad de depuracion
bacteriana, que le hacen mas susceptible a las infecciones por
bacterias encapsuladas como K, pneumoniae, y tomando en cuenta
que los estudios experimentales con FC sugieren la posibilidad de
mejorar, precisamente, la respuesta leucocitaria y la depuracion
bacteriana por un mecanismo de inmunoestimulacion inespecifica,
nos propusimos en este estudio tratar de modificar el patron de
depuracion reticuloendotelial bacteriana en ratas RN medlante la
administracién de FC,

Diversos productos bacterianos, en especial el LPS de las
bacterias gramnegativas, son capaces de estimular en 1os macrofagos
1a produccién de mediadores solubles de la respuesta inflamatoria
aguda a la infeccién (7). IL-1, antes conocida como el pirogeno
endégeno, es el principal de tales productos y ejerce sus efectos en
practicamente todos los tejidos del organismo (76). En las infecciones
sistémicas por bacterias gramnegativas, IL-1 es el principal mediador
del choque séptico (77). Ademads, es el principal estimulo para la
produccion de IL-6, la cual induce en los hepatocitos la sintesis de las
proteinas reactantes de fase aguda, actia como un factor |
hematopoyético y como factor de maduracion para que los linfocitos
B produzcan inmunoglobulinas de clase IgG (78,79). Muchos de los
efectos de IL-1 son mediados a través de la generacion de
metabolitos del acido araquiddnico, tales como las prostaglandinas
(PG). Lla inhibicién de PGE; por bloqueadores de la 5-ciclooxigenasa
puede reducir la fiebre y otros efectos inducidos por IL-1, pero no
modifica los cambios hemodindmicos del choque séptico cuando la
infeccion se ha establecido (7,76,77,80). IL-6 se ha postulado como
una citocina anti-inflamatoria (80) que puede regular negativamente
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la produccion de 1L-1 (81). Es posible que una produccion deficiente
de IL-6 pudiera ser parcialmente responsable de la menor capacidad
de respuesta inflamatoria que se observa en el periodo neonatal, Sin
embargo, la dinamica de produccion in vivo de esta citocina en RN
con septicemia no ha sido estudiada.

Con los antecedentes expuestos, se plantea la posibilidad de que
la respuesta inflamatoria inducida por la bacteria gramnegativa
Klebsiella pneumoniae pueda ser modificada por la administracion
exégena de FC, En el presente trabajo de Tesis de Doctorado, nos
propusimos determinar el efecto de FC en la depuracién bacteriana,
la respuesta leucocitaria y su relacion con 1a produccién de IL-1 y de
IL-6 en ratas RN con septicemia por K, pneumoniae, utilizando para
tales fines el modelo de infeccidn experimental establec1do en mi
trabajo de Tesis de Maestria (40),
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OBJETIVOS

1. Modificar el patrén de depuracion reticuloendotelial de
Klebsiella pneumoniae en ratas recién nacidas mediante la
administracion ip de fosfatidilcolina,

2. Modificar la respuesta leucocitaria a la sepsis experimental
por Klebsiella pneumoniae en ratas recién nacidas mediante la
administracion ip de fosfatidilcolina.

3. Determinar la capacidad de produccion de interleucina-1 y
de interleucina-6 en ratas recién nacidas inoculadas con
fosfatidilcolina y retadas con Klebsiella pneumoniae.

HIPOTESIS

La susceptibilidad de las ratas recién nacidas a la sepsis
experimental por Klebsiella peumoniae disminuye al mejorar la
depuracion bacteriana y la respuesta leucocitaria por efecto de la
administracion de fosfatidilcolina. |
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MATERIAL Y METODOS

Preparacion de FC: Se uiilizé una preparacion de FC 95 purificada de
lecitina de soya. La proporcion de los radicales de acidos grasos que
contiene el fosfolipido utilizado es la siguiente: linoléico (65.9%),
palmitico (12.8%), oléico (10.6%) y linolénico (6.5%). La FC 95 fue
emulsificada por agitacion en solucién salina balanceada de fosfatos

(PBS) a pH 7.2, bajo condiciones de estricta esterilidad y se almacend

a -40°C en alicuotas de 100 mg hasta su utilizacion.

Bacterias: Se utilizo una cepa de K. pneumoniae de serotipo capsular
K8, aislada de una epidemia de septicemia neonatal y previamente
unh?ada para establecer un modelo de septicemia experimental en
ratas RN (40,82), con una cinética de crecimiento que alcanza la fase
logaritmica en dos horas y media. Se cultivé en caldo soya tripticasa
(CST) durante 12 ha 37°C y se sembraron 0.5 ml en § ml de CST
nuevo, hasta alcanzar la fase logaritmica. Se lavé dos veces con PBS
pH 7.2 y se ajustd a una concentracion de 1 x1092 unidades
formadoras de colonias (UFC) por ml, mediante nefelometria de
McFarland en un espectrofotémetro (Beckman, modelo 26) a 540 nm
de longitud de onda en luz visible. Una vez ajustado el nimero de
UFC en PBS, la suspension de bacterias se conservé a 4°C por 1o mas
de 30 minutos antes de ser utilizada.

Animales: Se utilizaron ratas Wistar RN, menores de 48 horas de
edad, con peso promedio de 8 g. Se distribuyeron en dos grupos de
90 ratas cada uno y se administré al primer grupo una dosis ip de FC
a razon de 800 ng/g de peso corporal (9,14,62). A los animales del
segundo grupo se les inyectd un volumen similar de PBS pH 7.2 por
via ip. Se asignaron en grupos de 10 animales a ratas nodrizas y 72 h
después se inocularon por via subcutanea (sc) en la base de la cola
con una DLsg de K pneumoniae (1.36 x107 UFC), la cual habia sido
determmada previamente (82),

Sobrevida: La sobrevida de los animales a 21 dias se determind en
118 ratas Wistar RN distribuidas en dos grupos de 78 ratas
inoculadas ip con FC y 40 ratas inoculadas ip con PBS. En este caso,
ambos grupos fueron infectados 72 h después con una DLjgy de

K. pneumoniae (1 x108 UFC) por via sc.
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Depuracion bacteriana; Se sacrificaron por hipercarbia y dislocacién
cervical a seis animales de cada grupo en diferentes intervalos:
tiempo cero, 3 h,6 h, 12 h, 24 h, y cada 24 h después, hasta las 144 h
de haber inoculado la bacteria. Se obtuvo la mayor cantidad posible
de sangre por puncién cardiaca aséptica y se tomaron muestras por
expresion del fémur derecho. Se extrajeron en condiciones de
esterilidad los pulmones, el higado y el bazo; se lavaron en PBS
estéril y se pesaron por separado en una balanza analitica. Cada uno
de los 6rganos se tritur6 y se homogeneizé en 5 ml de agua |
bidestilada estéril mediante pistones de teflon con un rotor eléctrico
de control manual (40), Se sembraron muestras de 10 ul de sangre y

10 ul de cada una de las suspensiones de los 6rganos en placas de
agar de eosina azul de metileno (EAM), fas cuales se incubaron a 37°C
por 18 h para determinar la cantidad de bacterias viables. Los
resultados se reportan como un indice de UFC/ml de sangre, o
UFC/gramo de peso de cada uno de los érganos cultivados.

Respuesta leucocitaria: Se determinaron cuentas totales de leucocitos
en Jas muestras de sangre, utilizando pipetas de Thoma y camaras de
Neubauer. Las cuentas diferenciales se hicieron en frotis tefidos con
Wright, contando de 100 a 200 células en microscopio 6ptico a 100x
y multiplicando los porcentajes por las cuentas totales de cada
muestra, Los valores del tiempo cero se consideraron como bas*lles
en este estudio.

Depositos medulares de granulocitos: Los frotds de médula ésea se
tifteron con Wright y se contaron 400 células a 100x para determinar
el porcentaje de granulocitos y sus precursores en meédula osea, Para
su andlisis, se agruparon en dos compartimentos de deposito |
medular; proliferativo, y de reserva, El primero estd constituido por
miejoblastos, promielocitos y mielocitos, en tanto que el de reserva
consiste en el grupo de metamielocitos, neutréfilos en banda y PMN
(54,57). Se reportaron los valores promedlo para cada grupo en los
diferentes mtervalos de estudio.

vaelcs c1rculantes de IL-1 y de IL-6: La bioactividad de estas
citocinas en la respuesta a la infeccion por K. pneumoniae se
determiné cuantitativamente en las muestras de plasma de los dos
grupos de ratas. Se utilizaron dos bioensayos especificos para estas
interleucinas, La subclona de células D10S, derivada de la linea
murina de linfocitos T cooperadores D10.G4.1, que prolifera en
respuesta a IL-1 (83) y la linea de hibridoma B9.9 que lo hace en
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respuesta a IL-6 (81). Las células fueron cultivadas en RPMI 1640
suplementado con 5% de suero fetal de ternera (SFT) (Hyclone, Logan,
UT); las células D10S se cultivaron durante seis dias y las B9,9
durante tres dias. Las células se ajustaron a 1x10% en 200 ul de RPMI
1640 suplementado con L-glutamina 2 mM, HEPES 10 mM,
2-mercaptoetanol 50 pM, y SFT al 2.5%, en microplacas de 96'pozos
de fondo plano y se incubaron por 72 h a 37°C en presencia de
diluciones seriadas 4x de las muestras de plasma de las ratas RN,
Como curva estandar se usaron diluciones de 100 pg/mla 1.5 fg/ml
de IL-1p recombinante para la linea D10S, o de IL-6 recombmante
para la B9.9, Durante las ultimas 4 horas de incubacion, se
adicionaron 250 ug/ml del colorante vital MTT (Sigma Co., St Louis,
MO) a cada pozo, segin el método colorimétrico descrito por
Mosmann (84). El medio de cultivo fue removido por succion y se
adicionaron 100 pl de isopropanol para lisar las células y exponer los
cristales del MTT reducldo, que dan un color violaceo. La intensidad
de la reducciéon del MTT se correlaciona directamente con la
proliferacién de las lineas celulares y se mide segin la densidad
Optica a 570 nm en un lector de ELISA (Bio-Rad, modelo 3550).
Algunos de los experimentos se hicieron adicionando 0.5 uCi de
[3H]tmidina por pozo, las células fueron cosechadas, colocadas en
liquido de centelleo, y la incorporaciéon de [3H]timidina se midié en un
contador de emisién beta. Se observo una estrecha correlacién entre
el método colorimétrico y el de incorporacion de [*H]timidina. Todos
los ensayos se realizaron por cuadriplicado y los resultados se
expresaron en unidades por ml, tomando como una Unidad a la
concentracion de interleucina que produjo el 50% de Ia proliferacién
celular maxima (8 1)

Hematopoyesis extramedular: Se inocularon por via ip a doce ratas
RN con FC y a doce mas con PBS. Tres dias después, se sacrificaron a
seis animales de cada grupo y a los restantes se les inoculé por via sc
una DIsg de K. pneumoniaey 72 horas después fueron sacrificados.
Se extrajeron el bazo y el higado de todas las ratas, se fijaron en
formol al 10% y se hicieron cortes en parafina con tincion de
hematoxilina y eosina. Se trataron de identificar focos de
hematopoyesis extramedular, con especial atencion en las series de
granulocitos y de megacariocitos, calificando de 1 a 5, segtin el
numero de focos de hematopoyesis observados. Al investigador que
hizo la observacion microscopica de las muestras no se le informo a
que animales correspondian. Se hizo un promedio de las muestras de
los animales no infectados de cada grupo y se comparé con las

b o, o
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observaciones individuales en los animales infectados con
K. pneumoniae,

Produccion in vitro de 1L-1 y de IL-6: Se inocularon seis ratas Wistar
RN con 800 pg/g de FC y otras seis con PBS pH 7.2 por via ip. Tres
dias después, se sacrificaron los animales y se hicieron lavados
peritoneales con PBS estéril y se extrajeron los bazos de los animales
en condiciones de estricta asepsia. Los bazos se trituraron y se
pasaron a través de una malla {ina, lavando con PBS estéril, a fin de
separar las células. Las suspensiones de células, tanto peritoneales
como esplénicas, se lavaron dos veces con RPMI 1640 a 4°C y se
centrifugaron a 800x g; finalmente, se resuspendieron en RPMI 1640
suplementado con 2% de SFB, L-glutamina 2 mM, HEPES 10 mM y
2-ME 50 uM. Se determiné por exclusion de azul de tripano que la
viabilidad celular fuera mayor de 90% y se colocaron muestras de
100 ul en microplacas de 96 pozos de fondo plano. La concentracién

" de células peritoneales viables fue de 5x 105 y la de células
esplénicas fue de 1x 100 por ml. Por cuadruplicado, se adicionaron los
siguientes estimulos: 10 ng/ml de LPS de E. coli 055:BS, 100 ng/ml
de concanavalina A, o 100 pg/ml de IL-1a. Para cada muestra hubo
un control con células sin estimulos (respuesta basal) y un control sin
células con los estimulos (respuesta no especifica), Las placas se
incubaron por 24 h a 37°C y se pasaron por tres ciclos de |
congelamiento a -70°C y descongelamiento a 37°C para lisar las
células y exponer 1a produccion total de interleucinas. IL-1 e 11-6 se
determinaron mediante los bioensayos D10S y B9.9 ya descritos, o
utilizando el método colorimétrico con MTT (84). De las respectivas
muestras se restaron los valores de las respuestas no especificas, ya
que la IL-1a utilizada como estimulo induce la produccion de IL-1,
pero también estimula directamente la proliferacion de las células
D10S (83). Los resultados se reportaron como U/ml (81).

L o\ M o S b e

Andlisis estadistico: Se analizaron las curvas de sobrevida por el
método de Kaplan-Meier y se establecieron diferencias mediante la
prueba de Wilcoxon (85). Las diferencias entre los dos grupos de
estudio en.cuanto a las cuentas leucocitarias, los depdsitos medulares
de granulocitos, la depuracion de bacterias, la captacién reticulo-
endotelial de bacterias, los niveles circulantes de IL-1 y de IL-6 y la
hematopoyesis extramedular se contrastaron mediante pruebas de
varianza multiple. La produccién in vitro de 11-1 y de 1L-6 se
contrastdé mediante la prueba X2, considerando significativo un nivel

alfa de 0.05 (86,87).
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RESULTADOS

FC mejora la sobrevida de ratas RN sépticas: Al término de 21 dias de
observacion en los animales infectados con una dosis letal de

K. pneumoniae, sOlo tres (7.5%) de las 40 ratas del grupo testigo que
recibié PBS sobrevivieron; mientras que en el grupo que recibié I'C
sobrevivieron 19 (24.4%) de los 78 animales infectados. Esta
diferencia fue significativa a un nivel de p<0.05 (Cuadro 1).

FC mejora la depuracion bacteriana: La bacteremia por
K. pneumoniae se produjo en forma temprana en los dos grupos de
estudio, alcanzando un pico mdximo a las 12 horas en ambos grupos
y disminuyendo gradualmente después. Sin embargo, mientras que
las ratas tratadas con FC tuvieron todos sus hemocultivos negativos a
partir de las 72 horas, las del grupo testigo continuaron con
bacteremia, incluso a los seis dias después del reto con la bacteria
(p<0.05). La depuracion bacteriana en los érganos cultivados mostrd
un patrén muy similar al observado para la bacteremia, aunque las
diferencias no fueron estadisticamente significativas en bazo, pero si
en higado (p<0.01) y pulmones (p<0.05). Fig. 1,

FC modifica Ia respuesta leucocitaria: Las cuentas totales de leucocitos

mostraron variaciones con una cinética diferente en los dos grupos de

animales. El grupo testigo tuvo una leucocitosis temprana a las 3 h
post-infeccion, regresando a valores basales y cayendo gradualmente
en una leucopenia que fue mas notable a las 72 horas, En cambio, las
ratas del grupo FC presentaron una leucocitosis menos temprana, a
las 12 h, una discreta leucopenia a las 48 h y una recuperacién mas
rapida que la del grupo control (Fig. 2A). Las cuentas diferenciales
mostraron que estos cambios fueron debidos principalmente a
modificaciones en las cuentas de leucocitos PMN circulantes, aunque
llama la atencién que la fase de leucocitosis temprana en el grupo
testigo no coincidié con neutrofilia, El punto de mayor bacteremia, a
las 12 h del reto con la bacteria, se acompafid de una respuesta de
neutrofilia evidente en el grupo tratado con FC (Fig. 2B).’

FC no altera los cambios por sepsis en los depdsitos medulares de
granulocitos: Las reservas medulares de granulocitos se modificaron
moderadamente en respuesta a la septicemia inducida
experimentalmente, pero no se observaron diferencias entre los dos
grupos de estudio (Cuadro 2). Considerando que la etapa fetal y del
recién nacido se caracteriza por presentar focos de hematopoyesis
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extramedular, principalmente en bazo e higado, se plante6 la
conveniencia de buscar modificaciones en otros focos de
hematopoyesis como explicacion a los cambios observados en las
cuentas circulantes de leucocitos y particularmente de granulocitos.

FC induce mayores niveles circulantes de 1L-6, pero no de IL-1:1a
elevacion de estas dos interleucinas se presenta en forma temprana
como parte de la respuesta aguda a la infeccion. En este estudio, un
grupo de ratas RN que fueron inoculadas con FC, pero que no fueron
inoculadas con K. pneumoniae sirvié como un contro! adicional. La
Fig.3A muestra que los dos grupos de animales con septicemia
presentaban mas de 12,000 U/ml de IL-1 a las 12 h de la infeccién,
mientras que el grupo no infectado no mostré elevacion de esta
citocina en las muestras de plasma probadas. En cambio, IL-6 se
elevé muy considerablemente en el grupo tratado con FC, alcanzando
niveles dos veces mas altos que en el grupo testigo que habia
recibido PBS antes de la infeccién experimental (Fig. 3B). Una unidad
en el bioensayo D10S para I[-1 fue de 0.7 pg/ml y en las células B9.9
fue de 0.5 pg/ml de IL-6 recombinante. Las variaciones intra e inter-
ensayos fueron menores del 10% en ambos casos.

FC Induce granulopoyesis y megacariopoyesis extramedular: Los
‘cortes de higado no mostraron grandes cambios. Sin embargo, al |
revisar los cortes de bazo se observaron diferencias importantes en
la cantidad de focos de granulopoyesis y de megacariopoyesis. Los
animales tratados con FC mostraron tres dias después de haber sido
infectados con K. pneumoniae, un importante incremento en el indice
“de hematopoyesis extramedular de granulocitos (p<0.05) y de
megacariocitos (p<0.01), lo cual no fue tan importante en el grupo
testigo. El indice de hematopoyesis de la serie granulocitica (Fig. 4A)
y de megacariocitos (Fig. 4B), aumenté por efecto de la infeccién
experimental, un promedio de dos veces en el grupo testigo y cuatro
veces en las ratas que recibieron FC, En el grupo FC se observo
también una proliferacion reactiva de foliculos T y B (Fig. 5 y 6). No
se observaron diferencias importantes entre los animales del grupo
control y los del grupo FC que no fueron retados con la bacteria; el
hallazgo mas sobresaliente fue la ausencia de proliferacién de células
hematopoyéticas en los controles no infectados.

FC induce mayor produccion in vitro de IL-6, pero no de jL-1: 1a
produccion de IL-6 en respuesta a los diferentes estimulos usados
fue mayor en las células que procedian de las ratas RN que habian

- sido inoculadas con FC por via ip (Fig. 7). Las células esplénicas (Fig.
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7B) produjeron mas IL-6 que las peritoneales (Fig, 7A),
especialmente en respuesta al estimulo con LPS. En todos los casos,
las células de animales tratados con I'C fueron capaces de duplicar o
triplicar su produccion de I1-6, en contraste con la produccion de las
células de los controles (p<0.001). En cambio, la produccion de IL-1
por células peritoneales y esplénicas en respuesta a los estimulos
utilizados fue similar en los dos grupos de estudio. FC no modifico la

- produccién de IL-1 (Fig. 8). La capacidad de las células peritoneales
(Fig. 8A) para responder a IL-1a fue algo mayor que las del bazo
(Fig. 8B), no obstante que el numero de células peritoneales fue la
mitad de las esplénicas. Los resultados in vitro apoyan la observacion
de los mayores niveles circulantes de IL-6 en los animales con
septicemia por K. pneumoniae que habian sido inoculados con I'C y
sugieren que FC estimula los mecanismos de produccion de I1-6, pero
no modifica los de IL-1 en [a respuesta a diferentes estimulos.
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DISCUSION

La funcién principal del sistema mononuclear fagocitico es
depurar de la sangre y los tejidos a particulas y sustancias extranas
al organismo. El SMF esta constituido por los macrofagos de
diferentes tejidos y los monocitos de sangre periférica (34,35). En
estudios previos, hemos observado que la depuracion de K,
pneumoniae por el SMF en ratas Wistar recién nacidas es deficiente
cuando se compara con el patron observado en ratas adultas (40).
Durante la septicemia experimental por esta bacteria se presenta una
leucopenia grave y prolongada en los animales RN, lo cual coincide
¢on el mayor pico de bacteremia y no se presenta la leucocitosis que
se observa en las ratas adultas (40). También observamos que la
cantidad de bacterias requeridas para una dosis letal media (DL5() en
ratas adultas es 50 veces mayor que en las ratas RN, lo cual indica
una mayor susceptibilidad de los animales RN a la infeccién por K.
pnewmoniae (40).

En este estudio, la mejoria en la sobrevida de las ratas RN con
septicemia por Klebsiella pneumoniae, previamente inoculadas con
FC, se correlaciond con una mejor capacidad de depuracion
reticuloendotelial de la bacteria. Tal efecto in vivo de FC es similar a
lo observado en animales adultos por Sowar y cols (11), Kappes y
cols. (10) y por nosotros mismos {14,15,62). Los cambios en las
cuentas leucocitarias que se presentaron en respuesta a la infeccién
bacteriana aguda sugieren que los animales tratados con FC
modifican la cinética de su respuesta, siendo notable que en los
momentos de mayor bacteremia elevaron mas sus cuentas de
leucocitos y particularmente las de PMNs, mientras que en el grupo
control esta respuesta fue insignificante. La falta de cambios en los
depositos medulares de granulocitos nos llevaron a investigar la
posibilidad de focos de hematopoyesis extramedular, los cuales se
encontraron en bazo, siendo muy evidentes los focos de
granulopoyesis y de megacariopoyesis en las ratas manejadas con FC.
Hl hallazgo de proliferacion reactiva de foliculos linfoides en el bazo
de estos animales apoya la posibilidad de que se producen factores
solubles que inducen cambios sistémicos en respuesta a la FC.

Tales resultados sugieren que la FC produce activacion de
macrofagos peritoneales y cuando los animales son retados con
K. pneumoniae, sus células tienen una mayor capacidad para
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fagocitar y destruir a la bacteria y para producir y secretar ciertos
mediadores solubles responsables de los cambios observados. La
determinacion de IL-1 en sangre no mostroé diferencias en los dos
grupos de estudio, pero el grupo ¥C mostré una gran elevacion
temprana de IL-6, Esta citocina, recientemente caracterizada, es

- producida por células mononucleares y células endoteliales,
principalmente (78). Entre sus multiples efectos bioldgicos, IL-6
induce en los hepatocitos la produccion de proteinas reactantes de
fase aguda (88), es un factor pirdégeno endégeno, al igual que 1L-1,
aunque menos potente que ésta (89); actua como un factor de
maduracién de linfocitos B estimulando la produccidn de IgG (79);
junto con IL-1 induce la proliferacion de linfocitos T (90) y actiaa
como estimulante de la hematopoyesis (91,92), especialmente de los
megacariocitos, dando lugar a la produccién de plaquetas en ratones
y primates (93,94). Tiene también la particularidad de actuar como
una sefial negativa para la produccién de IL-1 (81).

En este estudio, observamos diversos efectos de la
administracion de FC en este modelo de infeccion neonatal
experimental, La sobrevida de los animales mejora, lo cual parece
relacionarse con diversos cambios atribuibles a la elevacion de IL-6 .
circulante y a una mayor capacidad de las células que producen IL-6
para responder al estimulo con LPS o IL-1. La induccién de focos de
“hematopoyesis extramedular, especialmente la de megacariocitos y la
proliferacion de foliculos linfoides en bazo, son dos cambios que
indican efectos bioldgicos directos de IL-6. De manera adicional, el
efecto regulador que 1L-6 tiene sobre la produccion de 1L-1 (81) | ;
podria estar limitando los efectos indeseables de la hiperproduccion
de esta citocina que se presenta invariablemente como respuesta a la
infeccidn sistémica por bacterias gramnegativas (80). Tales efectos de
IL-1 y que son sinérgicos con los de TNF incluyen la induccion de
choque séptico y caquexia, los cuales levan a la muerte a un gran
porcentaje de pacientes (8,80). Otra posibilidad, no explorada atin, es
que IL-6 induzca algin otro factor regulador de los efectos sinérgicos
de IL-1 y TNF; un candidato en este complejo sistema de
interregulacion de citocinas es el antagonista natural del receptor de
IL-1 (IL-1ra), que apenas recientemente ha sido descrito (95), y con
el cual hemos observado un efecto protector y cambios muy similares
a los inducidos por FC en el modelo de infeccion neonatal por
K. pneumoniae en ratas (96). Una posibilidad mas atractiva es que FC
favorezca la produccién de IL-6 y del IL-1ra sobre la de 11-1, pero
sin bloquear la produccion normal de esta Gltima, con lo cual la FC
pasaria a ser un inmunomodulador especifico. La falta de una prueba
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especifica para medir IL-1ra de rata nos ha limitado para responder
esta pregunta. Actualmente, se encuentra apenas disponible un
radioinmunoensayo para IL-1ra de origen humano, no hay
bioensayos para el antagonista y no existe ain una forma
recombinante de IL-1ra de rata para producir los anticuerpos que
permitan establecer una prueba de detecciéon adecuada.

En la fisiopatogenia de la septicemia se ha descrito Ia
participacion de varios sistemas de mediadores, tales como el
complemento y el sistema de la coagulacién, los cuales generan la
produccion de pequerios péptidos que causan un aumento de la
permeabilidad y dilatacion capilares. El papel de las citocinas en estos
cambios determina, mediante una compleja interregulacioén, la
intensidad de la respuesta inflamatoria a la septicemia (80). El
aumento de los niveles de IL-6 en pacientes con septicemia parece
ser una respuesta general v es mas significativo en los pacientes que
desarrollan choque séptico (97), lo cual se relaciona directamente con
mayores niveles de IL-1. En un momento dado, los altos niveles
circulantes de IL-6 son un reflejo de la gran cantidad de IL-1 que se
estd produciendo en respuesta a la endotoxemia y su determinacion
en pacientes con septicemia puede servir como factor prondstico y un
indicador del riesgo de choque y de muerte (97). La elevacion
persxsreme de IL-6 en la circulacion puede ser un indicador de que
los mecanismos reguladores de IL-1 estan fallando,

| Con base en las estrechas interacciones y correlaciones que.

IL-1 e IL-6 mantienen (81), Dinarello (76,80) ha propuesto qte el
papel principal de IL-6 en la fisiopatogenia de la septicemia y del
choque séptico es actuar primordialmente como un mediador anti-
inflamatorio que regula los efectos proinflamatorios de IL-1. En el
proceso de intermodulacion de estas dos citocinas parece intervenir
de manera fundamental la produccion de metabolitos del AA en
réspuesta a LPS y a IL-1. Por ejemplo, el efecto pirogénico de IL-6 es
mediado por la induccién de PGE; en cerebro, al igual que lo hace
IL-1; sin embargo, mientras que IL-1 es capaz de inducir la
produccion de PGE; en células de sangre periférica, 11.-6 no lo hace
(89). Ademas, aunque IL-1 e IL-6 producen fiebre al inducir PGE,
sus efectos no son aditivos ni sinérgicos, lo cual indica que sus
mecanismos de accion sobre fosfolipasas y ciclooxigenasa son

- diferentes. A pesar de que algunos de los efectos bioldgicos de IL-1 e
IL-6 son similares, como la induccion de fiebre y de proteinas
reactantes de fase aguda, otros efectos son definitivamente
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diferentes, como es el caso de la capacidad de 11-6 para inducir
hematopoyesis (91-94),

Una de las aportaciones importantes de este trabajo de tesis es
el hallazgo de hematopoyesis extramedular, sin cambios medulares,

" que al parecer fue mediada por la induccién temprana de 1L-6 en las

ratas RN tratadas con FC, Considerando que los RN con septicemia
desarrollan cambios leucocitarios que pueden llevarlos a un
agotamiento de reservas medulares (53-58), la induccién de
hematopoyesis extramedular puede amortiguar la falta de una

‘adecuada y oportuna produccion y liberacién de leucocitos por

médula dsea y de su disponibilidad en la circulacion sistémica. Se.

- plantea la posibilidad de que en etapas iniciales de sepsis por

gramnegativos en pacientes con alto riesgo, como son los recién
nacidos, se pueda usar como parte del tratarniento a IL-6 u otros
factores, como la FC, que estimulen su produccién enddgena sin
alterar la produccion de otras citocinas, como IL-1, que son
potencialmente perjudiciales cuando se encuentran en grandes
cantidades (7,8,80). .

la posibilidad de contar con inmunomoduladores naturales

~ para regular la intensidad de la respuesta aguda a la infeccion

bacteriana, abre una expectativa alentadora de terapia y profilaxis en
pacientes altamente susceptibles, como son los neonatos y los
desnutridos. Esto es particularmente atractivo cuando se trata de
factores que pueden ser incluidos en la dieta normal, como es el caso
de la FC utilizada en este estudio. | -
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RESUMEN

Las infecciones por bacterias gramnegativas siguen siendo una
de las primeras causas de muerte en el recién nacido. La depuracién
de bacterias en ¢l neonato es deficiente y ésto parece aumentar su
susceptibilidad a este tipo de infecciones. En este estudio se logra

mejorar el patrén de depuracion de Klebsiella pneumoniae en ratas
Wistar recién nacidas inoculadas por via ip con 800 pg/g de

fosfatidilcolina de soya (FC), en contraste con el grupo testigo que fue "

inyectado con PBS (p<0.05). La sobrevida de los animales aumenté

- (p<0.05) y los cambios leucocitarios se caracterizaron por una mayor
leucocitosis y neutrofilia durante el pico de bacteremia en los
animales tratados con FC. Los niveles circulantes de interleucina-6
fueron mayores en el grupo de ratas con FC, observandose ademads
hematopoyesis extramedular de las series granulocitica (p<0.05) y de
megacariocitos (p<0.01) en el bazo de los animales del grupo FC. No se
observaron cambios significativos en los dep6sitos de granulocitos en
la médula dsea de ambos grupos de estudio. Las células de ratas
tratadas con FC produjeron mas IL-6 que las de los controles en
respuesta a estimulos in vitro como el LPS de E, coli, perono

- modificaron la produccion de IL-1. La mejoria de la sobrevida, los
cambios leucocitarios y los focos de hematopoyesis extramedular en
los animales sépticos tratados con FC parecen asociarse con un
aumento en la produccion de IL-6. Los resultados sugieren que IL-6
- participa en el mecanismo de proteccién que FC induce en este
modelo de septicemia neonatal por K. pneumoniae en ratas.
Posiblemente, IL-6 induce una regulacion de los efectos indeseables
de 1a hiperproduccién de IL-1 en respuesta a la endotoxemia. Se
propone que FC podria ser utilizado como un inmunomodulador
inespecifico de la respuesta aguda a la infeccion. |
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CUADRO 1. Efecto de Fosfatidilcolina en la Sobrevida de

Ratas Wistar Recién Nacidas con Septicemia Experimental

por Klebsiella pneumoniae

GRUPO  No.RATAS  SOBREVIVEN (%)

PBS (Testigo) 40 3 (7.5
FOSFATIDILCOLINA 78 19 (24.4)*
* 1< 0,05
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CUADRO 2. Dépositos Medulares de Granulocitos en Ratas
Recien Nacidas con Septicemia por Klebsiella pneumoniae

COMPARTIMENTO* PBS (Testigo)

FOSFATIDILCOLINA
" DE RESERVA |
PREINFECCION - 45.3 +4.7 41.5 *5.6
POSTINFECCION 40.1 4.4 39.8 +3.7
PROLIFERATIVO
PREINFECCION 39.8 +6.7 40.6 +4.7
POSTINFECCION 41.7 #3.1 42.6 +2.9

* 9% Granulocitos: Promedio £ D.E.
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Fig. 1. El mavor grado de bacteremia se observé a
las 12 h de inoculada la bacteria en ambos grupos
de estudio. En el grupo tratado con FC, los
hemocultivos fueron negativos a partir delas 72 h
del reto con una DILsg de Klebsiella pneumoniae. Los
cultivos en higado, pulmones y bazo tuvieron una
cinética de depuracion bacteriana similar a la

observada en los hemocultivos. Las diferencias

entre los dos grupos fueron significativas por
ANOVA en los cultivos de sangre (p< 0.05), en los de
higado (p< 0.01) y pulmones (p< 0.05).
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Fig. 2. Los animales tratados con FC presentaron un pico de

leucocitosis que coincidi6 con el pico de bacteremia a las 12 h
y solo mostraron discreta leucopenia a las 48 h (A). Ademas,
el grupo FC mostré una elevacion de las cuentas de leucocitos
PMNSs, coincidiendo con el momento de mayor bacteremia,
mientras que el grupo testigo PBS no presento neutrofilia (B).
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Fig. 3. Los niveles circulantes de interleucina-1 se elevaron

en la misma proporcion en los dos grupos de estudio, pero no
aumentaron en un grupo de ratas no infectadas (A), En
cambio, interleucina-6 se elevo mas en el grupo FC que en el |
testigo PBS durante la fase de mayor bacteremia (B), para |
regresar gradualmente en ambos grupos a valores basales.
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Fig. 4. El indice de focos de hematopoyesis de granulocitos y
megacariocitos en el bazo de los animales infectados se
incrementé, en contraste con el de ratas no infectadas
(indice =1). Los focos de hematopoyesis extramedular fueron
mas abundantes en el grupo que recibi6é FC, tanto en la serie
de granulocitos (A), como en la de megacariocitos (B).
ANOVA * p< 0.05; ** p< 0.01.
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Fig. 7, La produccion in vitro de 1L-6 en respuesta a LPS,
concanavalina A (Con A) y a IL-1a fue mayor en las células

que procedian de las ratas RN inoculadas con FC por via ip

(p< 0.001). En todos los casos, las células de los animales
tratados con FC fueron capaces de duplicar o triplicar su

‘producci6n de IL-6. Las células esplénicas (B) produjeron

mas IL-6 que las peritoneales (A), especialmente como
respuesta al estimulo con LPS.
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Fig. 8. La produccion de IL-1 por células peritoneales (A)
y esplénicas (B) en respuesta a los estimulos utilizados fue
similar en los dos grupos de estudio. La FC no modificd la

produccion de il-1. Ademas, la capacidad de las células

peritoneales para responder a IL-1a fue algo mayor que la
de las células del bazo.
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