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RESUMEN

La diabetes mellitus en México y en otros paises representa un
problema de salud publica, por su elevada morbimortalidad, una de las
principales complicaciones de los enfermos que la padecen, es la alta
incidencia de infecciones recurrentes.

La hipétesis establece que la elevada recurrencia de enfermedades
infecciosas en los enfermos diabéticos, se debe en gran medida, a una
deficiencia en los mecanismos de defensa de estos pacientes, provocada
por los cambios metabdlicos de la enfermedad.

En el presente trabajo se demuestran diferencias significativas
mediante la evavluacién de la quimiotaxis, con tres quimioatrayentes; (N-
fMLP, suero autdlogo activado con zimosan, suero stock activado con
zimosan) en monocitos y polimorfonucleares de tres grupos de estudio:
A).- grupo control (no diabéticos), B).- diabéticos tipo II estables y C).-
diabéticos tipo II descompensados

Por otra parte el proceso de la fagocitosis, revela también

modificaciones tanto en la ingestién celular (endocitosis), como en la



digestion (estallido respiratorio) de Saccharomyces cerevisae, medido

por la reduccién del azul de nitro-tetrazolio (NBT).

Los resultados indican que los procesos de quimiotaxis, endocitosis
y digestion celular se encuentran alterados en el grupo de pacientes
diabéticos con descontrol metabdlico, comparado con los de diabéticos
controlados y el testigo.

Lo anterior hace suponer que estos disturbios se deben en gran
medida a una glucosilacion no enzimdtica del diabético con
hiperglucemia, que promueve una disfuncién de proteinas solubles, y
estructurales que participan activamente en los mecanismos evaluados,
manifestdndose como una deficiencia en adhesién, opsonizacion,
sefalizacion transmembranal, reconocimiento y eventos metabdlicos

citoplasmaticos.



INTRODUCCION

Los estudios realizados en 1882 por el cientifico ruso Elie
Metchnikoff que se iniciaron con la observacion de células moviles en
larvas de estrella de mar, tratando de endocitar un cuerpo extrafio que
habia sido introducido al organismo hospedero lo llevaron a proponer
que la actividad fagocitica de estas células era el principal mecanismo de
defensa de los seres vivos. De esta manera sus hipétesis y observaciones
fueron los fundamentos de la inmunologia celular. (1)

La inmunologia celular se enfoca al estudio de las células del
sistema inmunocompetente. Actualmente es un présperc campo de
investigacion que incluye complejos mecanismos de reconocimiento de
mensajes bioquimicos, asi como el estudio de los mecanismos moleculares
en la activacion transmembranal y citopldsmica que permita la sintesis y
excrecion de él o los productos (citocinas) que tienen diversas funciones,
ya sea directamente o sobre otras poblaciones celulares que participan en
el mecanismo de respuesta inmune. (2,3)

Dentro de los componentes celulares existen dos poblaciones que

ocuparan nuestra atencién debido a que, son las células especializadas y



responsables de la fagocitosis, me refiero a los neutrdfilos y a los
fagocitos mononucleares. Sin embargo, otras células también presentan
capacidad fagocitica como basdfilos y eosindfilos, estos ultimos no seran

abordados en el presente trabajo.

2.1 ORIGEN DE LOS FAGOCITOS.

Estos tipos celulares tienen como origen la médula 6sea que actia
como sitio de proliferacion y maduracién terminal de los mieloblastos. La
proliferacién consiste en aproximadamente cinco divisiones que tienen
lugar solo durante los primeros tres estados de maduracion de
neutrdfilos (blasto, promielocito y mielocito), después del estado de
mielocito las células pierden su capacidad mitética y cinco dias después
aproximadamente éstas se liberan al torrente sanguineo. En las etapas de
mielocito se desarrollan dos tipos de granulos; los granulos azurdfilos o
granulos primarios que contienen principalmente mieloperoxidasa,
lisosimas, elastasas, proteinas cationicas y grandes cantidades de enzimas
lisosémicas hidroliticas. El segundo tipo, los granulos secundarios o

especificos que son mas pequefos y numerosos que los granulos



primarios, son peroxidasa negativos y contienen principalmente
lactoferrina y lisosima.

El siguiente paso en la maduracion celular es el estado de
metamielocito que es una célula no secretora, no proliferativa y de la cual
proceden los polimorfonucleares maduros (PMN) que poseen ambos tipos
de granulos en proporcion aproximada de un primario por dos
secundarios y cuyos diametros son 500 y 200 nm respectivamente.

Los fagocitos mononucleares se originan también en la médula
6sea. La primera célula precursora identificable como parte del sistema
fagocitico mononuclear es el monoblasto, después de dividirse da origen
al promonocito que ya muestra la capacidad de sintesis y almacenamiento
de granulos azurdfilos y algunos mieloperoxidasa positivos, la maduracion
de estas células da lugar a los monocitos que son liberados a la circulacion
dos dias y medio después de su formacion para migrar hacia los tejidos,
constituyendo el sistema monocito-macrdéfago. Los granulos en esta etapa
miden aproximadamente 0.3 a 0.6 mm.

Una vez que éstos tipos celulares han madurado completamente

participan en funciones diferentes como: presentacion de antigenos,



cooperacion  celular, produccion y secrecion de mediadores
biolégicamente activos, quimiotaxis, ingestion y digestion de agregados
moleculares (complejos antigeno-anticuerpo Ag-Ab) y organismos

invasores, destruccion de células tumorales y en la propia homeostasis.

2-4)

2.2 FAGOCITOSIS.

De los eventos en que se puede dividir la fagocitosis para su

estudio, solo abordaré los siguientes:

A) QUIMIOTAKXIS Y DIAPEDESIS
B) ENDOCITOSIS

C) DIGESTION

A) QUIMIOTAKXIS Y DIAPEDESIS
Parte importante de las funciones de estas células es la de migrar

hacia los sitios donde se les requiera y generar la sefal quimiotactica.



Existen en general dos tipos de migracion celular; la migracion al
azar o no direccional, la cual, ocurre en ausencia de cualquier estimulo
quimico y la quimiocinesis o quimiotaxis, que es una migracion celular
estimulada quimicamente y en direccién a lo largo de un gradiente de
concentracién de un quimioatrayente, de esta tltima nos ocuparemos.

Este movimiento celular involucra la migracion a través del
endotelio vascular (diapedesis), algunos estudios han demostrado el
efecto de mediadores humorales en la interaccién endotelio-leucocito.
(5,6)

En términos generales, los procesos de locomocién son iniciados
por la unién de moléculas quimioatrayentes a los distintos receptores de
la membrana plasmatica, esta unién altera el potencial transmembranal,
de valores de reposo de -15 mv, seguido de una despolarizacion de la
membrana y finalmente un periodo de hiperpolarizacién que alcanza
niveles maximos de aproximadamente -50 mv. en 2 a 5 min.

Por otra parte también se activa el flujo iénico y los niveles
intracelulares de Ca** de reposo 0.1 pM, aumentan hasta 1 uM. y esta

movilizacion inicial de Ca?* dirige el ensamble de microfilamentos y



microtubulos en el citoplasma, ocasionando una gran actividad del
citoesqueleto de la célula que adquiere una forma asimétrica
caracteristica; con el frente en forma de seuddpodo, el cual, avanza
delante del cuerpo celular que contiene al nucleo y los granulos
citoplasmicos y una especie de protuberancia arborecente en la parte
posterior. (2,7,8,9)

Se requieren también reacciones de transmetilacion mediadas por
5-adenosilmetionina (Ado-Met) asi como la activacion de fosfolipasas e
incrementos en adenosin-3,5-monofosfato (AMP) ya que este "mensajero”

se involucra a su vez en la activacion de glucégeno fosforilasa. (7)

A-T) RECEPTORES DE LA SUPERFICIE CELULAR Y MOLECULAS

UIMIOATRAYENTES
Se ha establecido que durante la maduracién de PMN’s ocurren
cambios en carbohidratos de la superficie celular, glicoproteinas,
glicolipidos y antigenos HLA, se sabe también que la densidad de
antigenos HLA-A, B Y C decrece durante la maduracion mientras que

algunos antigenos de superficie aparecen. (10) Por lo tanto, el desarrollo



de las capacidades quimiotacticas y de reconocimiento son paralelas a la
adquisicion de ciertos receptores de membrana.

Aproximadamente el 95% de PMN maduros poseen receptores para
opsoninas (La porcién Fc de IgGl e IgG3, IgM, C3b, C3bi), factores
quimiotécticos como péptidos N-formilados, C5a y leucotrieno B4 y para
otros moduladores exégenos de funciones del neutrdéfilo como; factor
activador de plaquetas (PAF), agentes pB-adrenérgicos, adenosina,
interleucina-1 (IL-1), y factor de necrosis tumoral (TNF), receptores para
factores de crecimiento (GM-CSF y G-CSF), hay también presentes sitios

de unién para insulina. (7,11-23)

A-II) SENAL A TRAVES DE LA MEMBRANA Y PROTEINAS ACCESORIAS

Asociados con los receptores de membrana se hallan varias
proteinas ligadas al nucleétido guanina (proteina-G), que median la senal
de transducciéon entre los receptores y sus agonistas tales como
nucleétidos ciclicos, diacilglicerol e inositol polifosfatos, activando o
inactivando indirectamente enzimas asociadas a la membrana plasmatica

o canales idnicos. (24)



Las proteinas-G estin constituidas de tres subunidades o cadenas
proteicas llamadas alfa («), beta (B), gamma (3), y asociada a la subunidad
a, un nucleétido guanosin difosfato (GDP). La dinamica de transduccion
de la sefial comienza cuando un primer mensajero se acopla a su receptor
especifico en la membrana plasmatica, esto causa un cambio en la
conformacion de éste y promueve un intercambio de GDP por el
nucleétido guanosin trifosfato (GTP), activando a la proteina-G, esta
activacion produce una disociacion de las subunidades, con lo que la
subunidad alfa ligada a GTP (a-GTP) difunde a lo largo de la membrana y
se liga con un efector activandolo, a continuacion la subunidad «
hidroliza el GTP a GDP inactivandose a si misma y de esta manera se
reasocia con el complejo . (24-27)

Se ha demostrado que estos receptores ligados a proteina-G activan
o inactivan adenililciclasa alterando la concentracion de AMPc, otras
activan una fosfolipasa fosfoinositol-especifica (fosfolipasa C-8), la cual
hidroliza fosfatidil-inositol-bifosfato (PIP2) para generar dos mediadores
intracelulares, inositol-trifosfato (IP3), el cual libera Ca®* del reticulo

endoplasmico (RE) y por tanto incrementa la concentracion de Ca** enel

10



citosol y diacilglicerol, el cual permanece en la membrana plasmatica y
activa protein-cinasa-C. (24-27)

Otros componentes estructurales membranales (canales) participan
en el transporte activo y pasivo como la amilorida-sensible a Na*-H’, la
cual regula el pH citoplasmico y fagolisosémico, la ovabaina-sensible a
Na*-K* ATPasa, la cual mantiene el potencial de membrana y el vanadato
sensible Ca’*-Mg** ATPasa, el cual saca Ca’* de la célula manteniendo las
concentraciones en el resto del citosol de aproximadamente 0.1 uM.
Otros componentes involucrados en la homeostasis del calcio incluyen
una bomba que transporta el ién del citoplasma dentro de un almacén
que posiblemente reside en el reticulo endoplasmico (calmodulina) y un
canal que responde a inositol-1,4,5,trifosfato liberando este calcio
"secuestrado” en el citoplasma. (2,26,27)

También han sido demostrados complejos CD11 y CD18, los cuales
son importantes en adherencia asi como también LFA-1, Macl y P150.95,
cada uno es un heterodimero que contiene una unica subunidad o

(CD11a, CD11b Y CD11c respectivamente) formando complejos con una

11



subunidad comin B (CD18). Estas proteinas reciben el nombre de

integrinas. (26,27,28)

A-III) MOLECULAS DE ADHESION CELULAR (INTEGRINAS)

Las integrinas son las principales proteinas receptoras usadas por
las células animales para unirse a la matriz extracelular. Estas moléculas
estin formadas por heterodimeros que funcionan como ligandos
transmembranales que median las interacciones bidireccionales entre la
matriz extracelular y la actina del citoesqueleto, también actiian como
transductores de la senal, activando varias vias de senalizacion
intracelular cuando son activadas por ligarse a proteinas de la matriz,
como pueden ser coldgeno, fibronectina o laminina, asi como a moléculas
quimioatrayentes, tales como MCP-1 (29) o FMLP. Una célula puede
regular la actividad adhesiva de estas integrinas por sus propios sitios de
union con la matriz o por sus uniones con los filamentos de actina.

Estos receptores son glicoproteinas transmembranales constituidos
por dos subunidades asociadas no covalentemente, se conocen con el

nombre de cadenas a y B, las cadenas Bl forman dimeros con 9 distintos

12



tipos de cadenas o, mientras que, las B2 solo con 3 tipos de cadenas o, a
éste ultimo grupo pertenecen las integrinas que se localizan en linfocitos
y macréfagos, como (alf2)(CD11a/CD18) LFA-1, (aMp2)(CD11b/CD18)
MAC-1, p150.95 (CD11C/CD18), la importancia de estos dimeros radica
en que son las encargadas de mediar las interacciones célula-matriz, asi
como, célula-célula. (23,26-30)

Esta mediacion que se di entre el citoesqueleto y la matriz
extracelular, se debe a que las integrinas por medio de su dominio
citoplasmico de las cadenas-B se ligan, tanto a talina como a a-actinina,
proteinas que inician el ensamble de un complejo de proteinas asociadas

con filamentos de actina en el cortex celular. (25-32)

A-IV) INTERACCION ENTRE RECEPTORES DE LA SUPERFICIE CELULAR

Y MOLECULAS QUIMIOATRAYENTES.

La respuesta de C5a resulta de la interaccion de esta molécula con
su receptor especifico en la superficie celular, tal receptor fue identificado
como un polipéptido sencillo en la membrana plasmatica con una masa

molecular de aproximadamente 40 a 48 KDa. estudios adicionales han

13



demostrado que existen de 50000 a 113000 sitios receptores por célula
con una constante de disociacion (Kd) de 2x10°, como la de los
receptores para péptidos formilados. Un estimulo induce un incremento
en la expresion de receptores para C3 y C3bi (CR1 y CR3
respectivamente) sobre la superficie celular como resultado de la
movilizacion de los distintos reservorios subcelulares.

El receptor para C3b es una glicoproteina con una masa molecular
de 205 KDa la cual es diferente del receptor de C3bi, una fosfolipasa
fosfoinositol especifica asociada a membrana es activada después de la
estimulacion de alguna molécula quimiotictica en particular fosfolipasa-C
hidroliza fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) y fosfatidilinositol-4-
monofosfato (PIP1) a un producto que es un supuesto segundo
mensajero, inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) y 1,2-diacetil glicerol (DAG).(25)

En neutrdfilos permeabilizados IP3 interacttia con un receptor
intracelular inespecifico y estimula la liberacion de Ca**, este calcio no se
deriva de mitocondrias ni de reticulo endoplasmico pero si de un

organelo distinto que ha sido llamado calciosoma. (2,25)

14



A-V) CITOESQUELETO

Otras citoproteinas se encuentran presentes en neutrdfilos,
proteinas que estdn relacionadas con la movilidad celular y exocitosis
incluyen actina, tubulina, y fniosina, asi como, un gran numero de
proteinas asociadas que participan y modifican la polimerizacién de éstas
y el acoplamiento a otras estructuras subcelulares. (26,31,32)

El citoplasma de las células eucariotas esta organizado de una
manera muy especial por una red de proteinas filamentosas que se
conocen como citoesqueleto. Esta red se compone principalmente de tres
tipos de filamentos; microtubulos, filamentos de acti.na, y filamentos
intermedios.

Los microtubulos estdn formados por moléculas de tubulina, que a
su vez estin constituidos como un heterodimero de dos polipéptidos
globulares fuertemente ligados, estas subunidades reciben el nombre de
a-tubulina y pB-tubulina, esta ultima, unida a un GTP que al ser
hidrolizado a GDP brinda el mecanismo para su polimerizaciénl y
despolimerizacion. Son estructuras tubulares y rigidas que usualmente

tienen una terminacion anclada en el centrosoma y la otra libre en el

15



citoplasma (terminacion minus y plus respectivamente). En un gran
numero de células los microtiibulos son estructuras altamente dinamicas
que crecen y decrecen alternativamente por el acoplamiento y
desacoplamiento de subunidades de tubulina en su terminacion plus.
(26,30)

Los filamentos de actina son también estructuras dinamicas, que
normalmente existen en redes asi como filamentos sencillos. Justo debajo
de la membrana plasmitica se encuentra una capa llamada cortex, y esta
formada de filamentos de actina y una variedad de proteinas ligadas a
ésta. El cortex rico en actina controla la forma y movimientos de
superficie de la mayoria de las células animales. (26,30-32)

Se sabe que estas células contienen altas concentraciones de actina
en forma monomérica llamada actina-G, esta forma globular monomérica
esta asociada a ATP, que al ser hidrolizado a la forma de ADP permite la
activacion y su rdpida polimerizacion a la forma filamentosa conocida
como actina-F. Se ha demostrado que el Ca?* interviene en el control de
proteinas reguladoras de la polimerizacion de actina, proteinas como la

llamada profilin que liga monomeros de actina previniendo su adicion a

16



filamentos de actina no preferentes o de terminaciéon redondeada
(minus) , pero no de terminacién en punta o preferentes (plus), mientras
que otra proteina llamada gelsolin bloquea la polimerizacién en la
terminacion en punta de los filamentos. por lo tanto, los péptidos
quimiotacticos pueden incrementar la ruptura de actina polimerizada por
liberacion de mondmeros de actina, por un "desbloqueo” de filamentos
preexistentes o por crear nuevos sitios de polimerizacion de extremos en
punta o terminacién plus. (26,30)

Los filamentos intermedios a diferencia de los anteriores, estan
formados por mondmeros filamentosos que forman a-hélice en su parte
central enrollados a otra o-hélice formando dimeros y que asociados a
otras moléculas diméricas de manera antiparalela forman tetrameros
como subunidad fundamental. Relativamente rigidos, son estructuras
que actuan como cuerdas que proveen estabilidad mecanica a la célula y -
en los tejidos participan el la formacion de las diferentes uniones
intercelulares. (26)

Los tres tiﬁos de filamentos estdn conectados los unos a los otros y

sus funciones deben estar perfectamente coordinadas y reguladas para
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que estas células puedan realizar los diferentes movimientos. Se sabe que
algunos factores quimioticticos estin relacionados en la activacion y
regulacion de la polimerizacion de éstos.(29-32) Lamentablemente se
desconocen la mayor parte de los mecanismos moleculares que dirigen y

regulan la citocinesis.

B) ENDOCITOSIS

En neutrdfilos los grinulos estin separados de la membrana
plasmatica por un citoplasma hialino rico en filamentos. La estimulacion
de la superficie celular dirige un incremento en la movilizacién de Ca** y
particularmente en la periferia celular, este incremento puede activar el
gelsolin y de esta manera corta los filamentos de actina y produce un
decremento en la viscosidad de esta area, sin embargo, para que estos
procesos sean efectivos se requiere de la mediacion de proteinas
presentes en el suero y que se les ha llamado opsoninas (C3b, C3bi, IgG,
IgM) pues ya que se ha establecido que la importancia de estas opsoninas
es el de proveer un medio de reconocimiento entre fagocitos, particulas y

organismos invasores, existen tres formas generales de opsonofagocitosis:

18



I) Anticuerpos que participan por la reaccion de combinar los sitios
activos Fab2, con el apropiado determinante antigénico de la superficie
bacteriana; las porciones Fc expuestas sobre el microorganismo se ligan
con los receptores correspondientes de la superficie de los fagocitos.

II) Solo el C3b o C3bi participan atacando la superficie microbiana
uniéndose covalentemente via thiol-ester o enlace amida y la superficie
del fagocito via receptor especifico conocido como CR1 o CR3
respectivamente.

III) Anticuerpos (Ab) y C3b o C3bi participan, el Ab que liga al
antigeno y el complejo (Ag-Ab) asi formado, activa el complemento por la
via clasica o alterna seguida por el deposito de C3b o C3bi en la superficie
bacteriana y asi'los microorganismos los cuales han sido cubiertos con Ab
y fragmentos del complemento ligan a los fagocitos via receptor de
ambos ligandos. (2,33,34)

Algunos investigadores postulan que la carga neta de la superficie
bacteriana o la hidrofobicidad de particulas determinan si puede ser
unido por fagocitos, el reconocimiento entre fagocito y su objetivo puede

ser acompafado por la interaccién de carbohidratos ligados a proteinas o
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lectinas de la superficie de un tipo celular que se combinan con azucares
complementarios de la superficie de otra. (33,34)

Una vez que se ha realizado la opsonizacién y por medio de ésta el
reconocimiento celular con la subsecuente cadena de procesos
bioquimicos asociados a la activacion de membrana y polimerizacién de
elementos del citoesqueleto. La membrana forma seudépodos que
rodean a la particula extrafia en un proceso que se ha denominado de
“cremallera’, hasta fusionarse los extremos y formar una vesicula
endocitica llamada fagosoma, que es internalizada por la célula para mas
tafde fusionarse con los granulos primarios y secundarios y formar un

fago-lisosoma. (2,26)

C) DIGESTION

Los granulos primarios juegan un papel importante durante la
digestion ya que contienen mieloperoxidasa, proteinas neutras,
proteoglicanos (elastasas, catepsina G y D), hidrolasas acidas (B-
glucoronidasa, fosfatasa acida, p-manosidasa, N-acetilglucosaminidasa) y

proteinas catidnicas, todas ellas con actividad microbicida. Y por otro
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lado los granulos secundarios, que poseen lisosimas, colagenasa, proteinas
ligadas a B12, lactoferrina y activadores de la cascada del complemento.
Y una tercera poblacion que no ha sido bien caracterizada y que
cosedimenta con granulos especificos. Estos granulos contienen
gelatinasa, enzima que tiene gran similitud con la colagenasa.
(2,26,35,36)

De tal manera que en el fago-lisosoma ya formado actuan estas
enzimas en procesos no oxidativos y en adicion existe un sistema
dependiente de oxigeno, es esta etapa la que recibe el nombre de
“estallido respiratorio” por el creciente aumento en el consumo de éste
por la célula. Las enzimas que intervienen se localizan en la membrana
plasmitica, las exidasas incluyen el heme-protein-citocromo-b un dimero
que contiene una glicoproteina de 91 KDa y un polipéptido de 22 KDa el
cual ha sido encontrado tanto en la membrana plasmatica como en los
granulos especificos. El aparato responsable de la activacion de esta
oxidasa esta dividido entre el citosol y la membrana plasmatica, durante
este fenémeno se producen varios metabolitos del oxigeno por activacion

de una oxidasa que depende del fosfato de nicotin-adenin-dinucleétido
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reducido (NADPH) que reduce el oxigeno molecular hasta anion
superdxido (0,) que a su vez se transforma en perdxido de hidrégeno
(H, O, ) y éstos a su vez pueden interactuar para dar origen al radical
hidroxilo (OH) y posiblemente al oxigeno atémico o singlete de oxigeno
?0,). La regulacion de la generacion de anién superoxido se ha
relacionado con la interaccion de adenin nucleétidos estimulados por
quimioatrayentes.

La NADPH-oxidasa parece ser un compuesto del citocromo b-245-
flavoproteina y una ubiquinona. Estos constituyentes se cree que son
ensamblados como una cadena transportadora de electrones sirviendo
para transportarlos de NADPH al oxigeno. NADPH es subsecuentemente
regenerado a través de la desviacion hexosa-monofosfato. El citocromo b
tiene dos subunidades proteicas de 22 KDa y 2 subunidades glicoproteicas
de 91 KDa, este citocromo esta distribuido entre la membrana de los
granulos citoplasmicos en células en reposo. La flavoproteina contiene
un polipéptido de 45 KDa de similar distribucién subcelular. (2,26,37-39)

Los neutrdfilos contienen una gran cantidad de glucégeno la

mayoria del cual proviene de la glucosa. La produccion de glucégeno
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decrementa cuando estas células estan privadas de glucosa, especialmente
si ellas estan comprometidas en algin proceso de fagocitosis, pero la
sintesis ocurre cuando la glucosa es agregada. Durante la fagocitosis por
células privadas de glucosa, la actividad de g!icc’)geno-fésfoﬁlasa aumenta,
pero los niveles de fosforil-cinasa y glicogeno-sintasa permanece sin
cambio.

Por un lado, sin embargo, se ha demostrado que diversas moléculas
de organismos invasores como bacterias, levaduras u hongos poseen la
capacidad de inhibir la fagocitosis o el ensamble de monémeros de actina
y por tanto la quimiotaxis. (40,41)

Y por otro lado se han descrito enfermedades en las que se han
establecido defectos en las funciones de las poblaciones fagociticas y un
hecho comiin es la presencia de infecciones recurrentes, asi pues las
deficiencias funcionales en las poblaciones fagociticas, se han asociado en
humanos a la presencia de enfermedades infecciosas. (40-52)

La diabetes mellitus es la enfermedad endocrina mas frecuente. En
poblacion mexicana tiene una alta incidencia, las estadisticas de este

padecimiento en especial, son poco confiables por la elevada frecuencia de
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enfermos sin diagnosticar, pero algunos autores mencionan hasta el 12%
de la poblacién que se atiende en consultas externas de hospitales de 2°
nivel.

La enfermedad se clasifica en diabetes primaria y secundaria, la
primera se subdivide en diabetes mellitus insulino dependiente (DMID) o
diabetes tipo I (juvenil) y diabetes mellitus no insulino dependiente
(DMNID) o tipo II (del adulto), esta tltima variedad tiene tres formas de
presentacion; en obesos, no obesos y de inicio en jovenes.

La diabetes secundaria se presenta como una consecuencia a
diferentes enfermedades del pancreas (tumores, traumatismos,
infecciones), por alteraciones en los receptores para insulina, asociada a
otras endocrinopatias y muy raramente a otras circunstancias.

La mas frecuente en nuestro pais es la DMNID en obesos. La
patogénesis aun se encuentra en estudio, se describe en la tipo I, una
fuerte predisposicion genética, la tipificacion de antigenos de clase II en
981 enfermos con DMID comparados con 2228 controles reporto
elevada frecuencia de DQA1*0301 - DQB1*0302 en la poblacion enferma

de los tres grupos raciales estudiados, este haplotipo incluye diferentes
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alelos del DR4. También se ha identificado en la posicion 57 de la cadena
B del HLA-DQ la presencia del aminoacido aspartico (D) como factor de
resistencia a la enfermedad y susceptibilidad si no existe. Estas
alteraciones genéticas y la presencia de factores ambientales: dieteticos,
virales (coxsackie, citomegalovirus, paperas y hepatitis) y otras
infecciones aparentemente hacen que se reconozca como extrano parte
del tejido pancredtico y se produzca una respuesta autoinmune dafiando
y destruyendo las células beta del pancreas.

Respecto a la diabetes tipo II se considera que tiene caracteristicas
poligénicas y multifactoriales, se hayan involucrados los genes de la
glucocinasa, transportadores de glucosa; GLUT-2 (pancreas a higado),
GLUT-4 (musculo a grasa), el péptido amiloidogénico de los islotes
(amylina) y los receptores para insulina, ademas de los ya mencionados
habitos dietéticos y la obesidad.

La evolucion de la enfermedad tiene algunas variaciones y las
manifestaciones  clinicas son  habitualmente consecuencia de
hiperglucemia, otras veces son el resultado de complicaciones tempranas

o tardias de formas agudas (cetoacidosis, hiperosmolaridad) o
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repercusiones de larga evolucién (dafo vascular: renal, miocardico, piel,
nervioso, retina y tejidos blandos). Las infecciones son muy frecuentes
en estos enfermos y generalmente causa de sus descontroles metabélicos.

Otra alteracion metabdlica anexa a la diabetes, es la de lipidos que
en conjunto son generadoras de ateroesclerosis. He comentado la elevada
frecuencia de infecciones en diabéticos y en la literatura se han descrito
defectos de las diferentes fases en la actividad de los fagocitos.
Aparentemente dichos cambios son el resultado de modificaciones
metabdlicas y vasculares que deterioran los mecanismos de defensa

contra agentes patégenos. (53-83)
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OBJETIVOS

3.1 GENERAL.
- Evaluar y comparar las actividades endociticas (ingestion y
digestion) y quimiotacticas de monocitos y polimorfonucleares de

diabéticos tipo II compensados y descompensados.

3.2 ESPECIFICOS.

- Estandarizar una técnica que permita evaluar de manera
cuantitativa y a nivel clinico la quimiotaxis.

- Estandarizar una técnica que permita evaluar por medio de
ingestion de levaduras y reduccion de NBT, ingestion y digestion celular.

- Establecer si existen diferencias significativas tanto en
quimiotaxis, como en endocitosis y digestion, entre diabéticos

descompensados, diabéticos estables y un grupo control.
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DIAGRAMA DE FLUJO
DE LA METODOLOGIA

OBTENCION DE

SANGRE
DESFIBRINACION SEPARACION DE CELULAS
CON GELATINA
Y
[ADHERENCIA AL VIDRIO “VIABILIDAD
- AJUSTE DE CELULAS
- PREPARACION DE
CAMARAS C/QUIMIO.
v - INCUBACION
INCUBACION CON
LEVADURAS Y NBT
TINCION,
ACLARAMIENTO Y
MONTAJE DE
MEMBRANAS
TINCION Y MONTAJE
OBSERVACION AL
MICROSCOPIO
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METODOLOGIA

Se formaron tres grupos de estudio de diez personas cada uno,
ambos sexos, de 21 a 60 afios de edad; Grupo A: personas no diabéticas,
clinicamente sanas y con glucemia dentro de limites normales, formado
por personal del laboratorio de Inmunologia y de la EN.E.P. Iztacala.
Grupo B: diabéticos tipo II compensados, Grupo C: diabéticos tipo II
descompensados o con descontrol agudo o subagudo al momento de la

toma de la muestra, ambos grupos formados por pacientes de consulta
externa de la C.U.S.I. Iztacala y hospitalizados en el Servicio de Medicina

Interna del Centro Médico "La Raza" respectivamente.

4.1 OBTENCION DE SANGRE

A cada individuo se le tomé una muestra de 20 ml de sangre

periférica por puncion venosa, la cual, se dividi6 en tres partes:
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4.2 OPSONIZACION DE LEVADURAS

La primera parte de 3 ml. de sangre fue utilizada para separar el

suero, en el cual se suspendié6 una concentracion de Saccharomyces

cerevisae, de 40 x 10 ¢ y fue incubada 30 min. a 37°C, concluido este
periodo se centrifugé a 2500 r.p.m. 5 min,, se resuspendieron en 1 ml. de

solucion hank.

4.3 ENSAYO DE ENDOCITOSIS

La segunda parte de 7 ml se colocé en un tubo de ensayo con
tapon de rosca, que contenia 15 perlas de vidrio para desfibrinar la
sangre mediante agitacion suave, Una vez desfibrinada, la sangre fue
colocada sobre dos cubreobjetos desengrasados dentro de cajas petri e
incubadas a 37°C durante 30 min., concluido este periodo la sangre se
retiré y se realizaron tres lavados con solucion hank para eliminar las
células que no se adhirieron al vidrio. Posteriormente dentro de ia caja
petri se agregaron 2 ml de solucién hank + 0.2 ml de NBT (azul de nitro-

tetrazolio)(SIGMA N 6876) al 0.1% y 0.1 ml de Saccharomyces cerevisae

en solucion, previamente ajustadas a una concentracion de 4x10° cel/ml.
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y opsonizadas con el suero de cada sujeto respectivamente y se incubaron
durante 30 min. a 37°C. Al término de este periodo fue retirado el
sobrenadante y cada cubreobjetos se lavo tres veces con solucion hank y
dos mas con solucién salina 0.85%, se escurrieron unos segundos, se
tiferon con safranina tres minutos, se lavaron con agua destilada para
retirar el exceso de colorante, se dejaron secar a temperatura ambiente y

se montaron con resina sintética.

4.4 ENSAYO DE QUIMIOTAKXIS

La tercera parte de la muestra (10 ml) se mezclé con 3 ml de
gelatina al 3% en solucion alsever y se incubé en un tubo de ensaye en
posicion vertical durante 30 min. a 37°C, al término de este periodo se
recupero la fase superior donde se han separado las células blancas y se le
agregé solucion alsever hasta completar el volumen del tubo, se
resuspendio y se centrifugé a 2000 r.p.m. durante 10 min., se desecho el
sobrenadante y la pastilla se resuspendié nuevamente en solucion alsever,
este procedimiento se repitié dos veces mas y después se resuspendio en

2 ml de solucién hank, en este paso las células fueron contadas en una
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cémara de neubauer, y se ajustaron a una concentracién de 2x10° cel/ml
y se colocaron dentro del compartimiento superior de una cdmara de
Boyden (14) modificada (modificacion realizada en el laboratorio de
Inmunologia UMF, ?ampus Iztacala), la cual, fue previamente ensamblada
separando los compartimientos por dos membranas, la primera de 13
mm. de didmetro, con 5 pm de poro tubular de policarbonato (Millipore
cat. no. TMTP01300) y la segunda o inferior de triacetato de celulosa del
mismo didmetro y 3 um de poro en forma de malla (Metricel GA-1,
Gelman Science Inc).

En el compartimiento inferior de la camara se colocé 0.1 ml de N-
formil-met-leu-phe (SIGMA F 3506) a una concentracion de 10 M y se
agregé solucion hank llenando completamente el compartimiento
evitando la formacion de burbujas. Otra camara se le agregé 0.1 ml de
suero autdlogo activado previamente con zimosin (SIGMA Z4250) y
mezclado con solucién hank y una mas con 0.1 ml de suero stock
activado de la misma manera que el anterior y en solucién hank. El
control conteniendo tinicamente solucién hank. En todos los casos, los
experimentos fueron realizados por duplicado. Una vez ensambladas las 8

camaras se incubaron a 37°C durante 3 hrs.
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4.5 PREPARACION DE MEMBRANAS

Después de este periodo las membranas fueron recuperadas,
lavadas con solucion hank y una vez mas con agua destilada, fueron
tenidas con hematoxilina de Erlich y lavadas con agua destilada, se

secaron, se clarearon con xileno y se montaron con resina sintética.

4.6 CONTEO DE CELULAS

Las preparaciones de la prueba de quimiotaxis, una vez montadas,
se observaron al microscopio dptico con el objetivo de 40X y se contaron
30 campos escogidos en forma escalonada, se obtuvo el valor de la media
y se compararon los tres grupos por medio de una prueba estadistica de
analisis de varianza, mientras que para fagocitosis se contaron 100
células muestra/individuo, para establecer un promedio y un porcentaje

de endocitosis y digestion para comparar los tres grupos en la misma

forma que en la anterior.
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RESULTADOS

5.1 QUIMIOTAXIS

Se compararon las respuestas de tres grupos de estudio: Grupo A
(grupo control), Grupo B (diabéticos compensados) y Grupo C (diabéticos
descompensados), con tres diferentes quimioatrayentes N-FMLP, suero
autdlogo activado con zimosan y un suero stock activado con zimosin, las
respuestas obtenidas fueron las siguientes:

(grafica N°1)

1.- Los valores obtenidos de células que migraron a los estimulos de
N-FMLP, no mostraron diferencias significativas entre el grupo A (45.23)
y el B (45.12) pero ambos mostraron una diferencia considerable con
respecto a C (13.80).

2.- Para la prueba de migracion por estimulo de suero stock se
observo, un comportamiento similar al anterior, solo que los numeros de
células que migraron de A (37.25) y B (32.52) fueron menores en

comparacion a los obtenidos con N-FMLP, mientras que el numero de
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células que migraron de C (17.06) aumenté en comparacion con el
mismo .

3.- Para el tratamiento con suero autologo se mantiene el mismo
comportamiento, A (41.18) y B (39.25) aunque los valores se
incrementaron un poco con respecto al tratamiento anterior, con
excepcion del grupo C, (12.75) el cual presenta el valor mas bajo a dicho

estimulo.

COMPARACION DE LA ACTIVIDAD QUIMIOTACTICA

@N-MLP
WS AUTO ACTIV
OS.STOCK ACTIV

CELULAS QUE MIGRARON

GPOS. ESTUDIADOS

Grifica No 1- Se muestra la comparacion en la guimiotaxis entre el grupo A (Control), B (Diabéticos
compensados) y C (Diabéticos descompensados), pudiendo observarse diferencias de consideracion

del grupo C, con respecto a los otros grupos.
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5.2 ENDOCITOSIS (INGESTION)

Para evaluar el proceso de endocitosis en los grupos A, B, y C, se
midieron el numero de células que endocitaron y el nimero promedio de

levaduras endocitadas, se obtuvo lo siguiente:(grafica N° 2)

1.- En el grupo A observamos que los valores de ingestion promedio
mas altos, fueron de 8 a 14 levaduras endocitadas por menos de 5 células
y encontramos de 5 a 16 células que han endocitado dentro del rango de
1 a 7 levaduras.

2.- El Grupo B muestra sus valores mas altos entre 6 y 11 levaduras
endocitadas por menos de 5 células y la ingestion de 1 a 5 levaduras fue
realizada por 5 a 24 células.

3.- Para el Grupo C los valores disminuyen considerablemente en
comparacion con los grupos anteriores encontrando como méaximo de 5 a
7 levaduras endocitadas por 1 a 5 células y de 1 a 4 levaduras

endocitadas por 6 a 15 células.
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_GOMPARACION DE-ENDOCITOSIS ENTRE LOS GRUPOS ESTUDIADOS
_/ i | SO

No. de Célules que endocitaron

No. de Levaduras endocitadas i ! 12 13

Grafica No 2- Se muestra la comparacion en el nimero de celulas que han endocitado,
asi como, el nimero de levaduras endocitadas por éstas, entre los grupos : A) Control,

B) D. compensados y C) D. descompensados.

5.3 _DIGESTION

La evaluacion de los procesos digestivos evidenciados por la
reduccion de NBT se realizo corﬁo una prueba cualitativa para comparar
el porcentaje de levaduras ingeridas y digeridas (reducidas) entre los
grupos A, B, y C. Los datos son los siguientes: (grafica N° 3)

1.- El valor del porcentaje promedio de levaduras digeridas en el

Grupo A fue de 62.86% y de 37.14% para levaduras no digeridas .
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2.- Para el Grupo B los valores del porcentaje promedio se
comportaron relativamente similares a los del Grupo A, siendo de

64.23% para levaduras digeridas y de 35.77 para levaduras no digeridas

3.- Los resultados arrojados por el Grupo C son significativamente
bajos en comparacion con los Grupos A y B, ya que este muestra un
valor en porcentaje promedio para levaduras digeridas de 36.74%

mientras que para levaduras no digeridas es de 63.26% .

COMPARACION DE DIGESTION INTRACELULAR

2\

% DE DIGESTION
B88588 3888

=

Grafica No 3- Se muestra la comparacion del porcentaje de digestion entre los grupos A (Control),

B (Diabéticos compx dos) y C (Diabéticos descompensados).
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ANALISIS DE RESULTADOS

6.1 QUIMIOTAKXIS

Los resultados obtenidos con los tres quimioatrayentes estudiados,
revelan una disminucién considerable de la quimiotaxis en células de
diabéticos que sufren una descompensacion, sin embargo, podemos
observar que la respuesta celular a los distintos estimulantes es diferente,
de tal manera que el N-FMLP obtuvo la mayor respuesta, probablemente
por ser el quimiotactico mas potente, aunado a la concentracion que se
uso y que se ha demostrado es la que produce la respuesta mas enérgica.
(6)

Podemos observar también que la respuesta tanto de pacientes
diabéticos compensados y el grupo control a suero autélogo activado es
en promedio poco mas elevada que al suero stock activado, sin embargo,
la respuesta de pacientes diabéticos descompensados parece mejorar con
el suero stock activado, esto seguramente se debe a que los niveles tanto
de glucosa, como de insulina, dcidos grasos y iones, se encuentran en

niveles anormales en el suero autdlogo, lo cual afecta las funciones de
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adhesion de la célula y de movilizacion del citoesqueleto asi como de
consumo interno de energia que imposibilita estas y otras funciones de
las células. (31,83)

Los resultados de otros experimentos (59) y los nuestros
propios, nos permiten sustentar la hipétesis de que la base del dano en el
mecanismo de defensas del enfermo diabético con hiperglucemia resulta
de una interaccion anormal entre glucosa y proteinas plasmaticas y
membranales, mas que defectos intrinsecos en las funciones de las células.
Por otra parte ha sido demostrado que la hiperglucemia esta
directamente correlacionada con las complicaciones que se presentan
durante la diabetes (glucosilacion no enzimatica de las proteinas y
alteraciones en el metabolismo de lipidos).

Se ha sugerido que los productos finales con avanzada glucosilacion
(AGEs), juegan un papel central en la patogénesis de las complicaciones
de diabéticos, esto ocurre por tres mecanismos generales. Primero AGEs
alteran la sefial de transduccion involucrando ligandos en la matriz
extracelular. Segundo, AGEs alteran el nivel de senales solubles tales como

citocinas, hormonas y radicales libres, a través de interacciones con
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receptores celulares especificos para AGEs. Y tercero, Glucosilacion
intracelular por glucosa, fructosa y metabolitos intermediarios, que

pueden alterar la funcién de proteinas en tejidos blanco. (83)

6.2 ENDOCITOSIS (INGESTION ) Y DIGESTION

Los procesos de endocitosis también se ven afectados de manera
significativa en el grupo de pacientes diabéticos con descompensacion
tanto en el nimero de células que endocitaron como en el numero de
levaduras endocitadas, en comparacion con los otros grupos estudiados.
Se sabe que como consecuencia del estado hiperglucémico ocurren datios
severos a mecanismos humorales de defensa del hospedero, incluyendo
una variedad de funciones como: adhesion, quimiotaxis, endocitosis y
muerte intracelular (69-78). Estas afecciones se deben a una combinacion
multifactorial que involucra dafo opsénico de C3, ya que se sabe que la
glucosa actia como aceptor alternativo para C3 (58,72,73) y el dafio que
causan los radicales OH, se atentia como resultado de que la glucosa actua
como un antioxidante en algunas reacciones de oxido-reduccion, y en

elevadas concentraciones (>400 mgs./dl.)(61) altera las funciones de este
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radical OH disminuyendo la efectividad de la lisis intracelular, y de otras
vias metabdlicas en las que interviene (61), esto ayuda a explicar la
marcada disminucion en los procesos digestivos en el grupo de diabéticos
descompensados en comparacion con los grupos control y de diabéticos
compensados. La hiperosmolaridad también afecta la polimerizacion de
actina, asi como algunos mecanismos moleculares de membrana y la
alteracion de la funcién de proteinas intracelulares entre otros.(31)

Por otro lado, se sabe que los monocitos realizan glicdlisis aerobia y
a diferencia de los neutrdfilos tienen deficientes almacenes de glucégeno,
por lo tanto requieren suministros externos constantes. Esta
caracteristica hace evidente la importancia de la via glucolitica y el
transporte indispensable de los aziicares al citoplasma (insulina) ya que
proveen de la energia requerida para las actividades de motilidad, esta
glucdlisis es el resultado de la conversion de glucosa a lactato (las cuatro
enzimas necesarias para gluconeogénesis no han sido detectadas en
leucocitos).

Los neutrdfilos también metabolizan glucosa por la via de la

hexosa-monofosfato y esta via es de especial importancia porque provee
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el NADPH necesario para la generacién de oxidantes microbicidas. En
modelos de ratas diabéticas con elevadas concentraciones de glucosa se
afectan funciones como el estallido respiratorio (53,75,78), siendo una
causa posible la glucosilacion de proteinas. Agregado a las evidencias de
que durante el estado hiperglucémico ocurren modificaciones tanto en
receptores de la superficie celular, como en proteinas intracelulares (83),
que en conjunto permiten explicar las complicaciones en el sistema de
defensa celular y obviamente la recurrencia y severidad de infecciones en
enfermos diabéticos descompensados.

Los resultados de los tres grupos son coincidentes con la prueba
estadistica de analisis de varianza, que indica que al menos uno de los tres

grupos posee diferencias significativas.
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CONCLUSIONES

Las actividades quimiotacticas y fagociticas, tanto de neutrdfilos
como de monocitos, de diabéticos tipo II con descontrol metabdlico
agudo se encuentran afectadas significativamente en comparacién con los
grupos de diabéticos compensados y sujetos no diabéticos.

No se observaron diferencias significativas entre diabéticos
compensados y controles.

Se sugiere que las deficiencias observadas en los fagocitos, se deben
a alteraciones multifactoriales, en la que participan probablemente
eventos promovidos por hiperglucemia, ya sea sobre proteinas
estructurales o plasmaticas (glucosilacion no enzimética), y que se
manifiestan como cambios disfuncionales en las proteinas constitutivas de
la matriz extracelular y que probablemente genere anormalidades en la
produccion de citocinas y otros mensajeros solubles mediados por
receptor, asi como  alteraciones en las funciones de proteinas
intracelulares que originen deficiencias en adhesion, opsonizacion,

mecanismos de reconocimiento molecular mediados por receptor a nivel
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de membrana, sefializacion transmembranal y polimerizacion de
proteinas involucradas en movimiento de citoesqueleto. Estas multiples
alteraciones generan el dafio en quimiotaxis, diapedesis, ingestion y

digestion celular. (83).
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