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RESUMEN 

OBJETIVO: Determinar el efecto del extracto de Staphylococcus aureus 
Cowan I in vitro en la respuesta quimiotáctica de las células 
polimorfonucleares (PMN) de niños asmáticos con infecciones recurrentes de 
vías aéreas superiores. 

MATERIAL Y METODOS: Se midió la migración al azar y la estimulación de 
la quimiotaxis en PMN con Staphylococcus aureus Cowan I y C5a en un 
grupo de 41 niños asmáticos con infecciones recurrentes de vías aéreas 
superiores, teniendo como grupo control a PMN de 10 niños sanos. Los PMN 
de ambos grupos se incubaron con extracto de Staphylococcus aureus Cowan 
1, C5a para medir quimiotaxis y solución de Hank para medir la migración al 
azar. 

Análisis estadístico: se utilizaron pruebas no paramétricas de Friedman, 
Wilcoxon y U de Mann-Whitney. 

RESULTADOS: El promedio de la medición para la migración al azar de los 
PMN del grupo en estudio fue de 23.8 ± 6.1 In, y de 46 ± 7.1 pm, para el 
grupo control, con una diferencia estadística significativa. (p<0.001) Con 
respecto a la quimiotaxis con Staphylococcus aureus y C5a en ambos grupos 
no existió diferencias significativa siendo el promedio para C5a en el grupo de 
enfermos de 91 ± 21.3 um y de 92±13.1 pm para el grupo de sanos y para el 
extracto bacteriano de 97 ± 22.4 pm para los enfermos y de 92 ± 18.3 um 
para los sanos. 

CONCLUSIONES: Existió una diferencia estadisticamente significativa entre 
ambos grupos con respecto a la migración al azar, pero al agregar el estimulo la 
respuesta en ambos grupos fue similar es probable que existan otros 
mecanismos celulares que expliquen la frecuencia de presentación de las 
infecciones, que serán motivo de otras investigaciones al respecto. 
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INTRODUCCION 

En la infección, los polimorfonucleares (PMN) participan en procesos fisiológicos, 

metabólicos e inmunológicos. Estos pueden encontrarse afectados en forma 

general o particular, estas alteraciones pueden presentarse en forma congénita o 

adquirida. 

Se ha intentado disminuir la morbilidad del asma bronquial por infecciones de 

vías aéreas superiores. Los pacientes asmáticos con infecciones recurrentes son 

resistentes al tratamiento convencional; esto se ha relacionado con defectos en 

los mecanismos de resistencia a las infecciones. 

Algunos autores refieren que la utilización de extractos bacterianos, como el de 

Staphylococcus aureus, pueden disminuir la frecuencia de las infecciones 

asociados a las crisis asmáticas. Hasta el momento se han utilizado extractos 

bacterianos sin estudios controlados. Como antecedentes se conoce que los 

péptidos N-formil de las bacterias puede ser un importante factor quimiotáctico. 

GENERALIDADES 

Asma bronquial-Infección-Inflamación 

El asma bronquial es una enfermedad de las vías respiratorias caracterizada por 

hiperreactividad bronquial, espasmo y edema traqueobronquial reversible 

espontáneamente o mediante medicamentos, en respuesta a diferentes estímulos 

alergenos, sustancias químicas, microbios, medicamentos, etc, (I)  
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El asma bronquial es la enfermedad crónica más frecuente en los niños. 

predomina dos veces mas en varones que en mujeres. Weitzman (2)  refiere que la 

incidencia de asma en niños norteamericanos se ha incrementado más del 40%, 

y se ha reportado la prevalencia del 3.8% en menores de 17 años, y 7.6% de 6 a 

11 años. (3'4)  En México el grupo más afectados es el de los menores de 4 años.15)  

Al asma bronquial se le ha clasificado en asma extrínseca o alérgica y asma 

intrínseca, provocada por agentes como medicamentos (ácido acetilsalicílico), 

estímulos físicos (aire húmedo, frío, ejercicio), irritantes químicos (ozono, bióxido 

de azufre) o infecciones de vías aéreas.(6)  

Estudios epidemiológicos realizados en grupos de niños asmáticos han 

demostrado que el asma alérgica o extrínseca es la más frecuente, (90% de los 

casos) y se controla con medidas ambientales o con hiposensibilización,(4)  

Se ha reportado que la cuarta parte de los niños con asma bronquial entre 1 y 8 

años de edad, se relacionan con infecciones de las vías aéreas.(')  

El 90% de las infecciones primarias de vías aéreas son de causa viral y el 10% o 

menos de causa bacteriana, los rinovirus causan del 8 al 10% de las 

nasofaringitis en los niños. De las bacterias las más frecuentes son 

Streptococuccus hernolitico y Hernophillus influenzae B.(8-1°)  (cuadro No. 1) 

Las infecciones recurrentes se han relacionado con alteraciones en las funciones 

de los PMN y macrófagos, como la adherencia, migración o quimiotaxis, 

fagocitosis y actividad microbicida intracélula.(1116)  
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Los microorganismos causales de las infecciones producen factores 

quimiotácticos que son péptidos del grupo N-formil.(1618)  

Células polimorfonucleares 

Se conoce que los PMN participan en los mecanismos de resistencia a 

infecciones bacterianas. 

A partir de la descripción de la enfermedad granulomatosa crónica se sistematiza 

el estudio de la función de los PMN.(19)  

Estas células derivan de células hematopoyéticas pluripotenciales localizadas en 

la médula ósea, que se identifican por una proteína de superficie (CD34+); su 

proliferación se regula por factores estimuladores de colonias producidos por 

macrófagos y linfocitos T.(19'2°)  

La producción de los PMN se halla regulada por factores de crecimiento o 

citocinas que son glicoproteinas denominadas factores estimuladores de colonias 

(CSFs), interactúan con las células precursoras e inducen la proliferación(21  '22), 

crecimiento(23)  y diferenciación celular(24'25). Estas citocinas incluyen IL-1 que 

induce la producción de factor estimulador de colonias granulocito-macrófago 

granulocito, el factor estimulador de colonias de granulocito (GM-CSF y G-CSF), 

así como de la IL-3.96)  

El desarrollo y maduración de los neutrófilos ocurre en dos fases una fase mitótica 

y una no mitótica, cada una de las cuales dura aproximadamente 1 semana. 

Durante la primera los mieloblastos maduran a promielocitos y mielocitos, proceso 

que se acompaña de la aparición de los gránulos citoplasmáticos de los PMN; la 
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fase no mitótica incluye el desarrollo de metarnielocitos, neutrófilos en banda y 

neutrófilos segmentados o maduros. (Figura No. 1) 

La presencia de receptores Fc para el proceso de fagocitosis inmune es en la 

etapa promielocítica; los receptores del complemento (CRI y CR3) aparecen en la 

etapa metamielocítica y de neutrófilo en banda. La capacidad bactericida se 

establece a partir de la etapa mielocítica y es mediada por mecanismos no 

oxidativos.(26)  

Los mecanismos microbicidas oxidativos y función quimiotáctica de los PMN 

aparecen en la etapa de neutrófilos en banda.(Figura No. 2) 

El número de PMN es diferente de acuerdo a la edad: 

Número de leucocitos y PMN totales por edades 

Leucocitos totales totales (106) PMN (10 ) 

Edad Media Limites Media Limites V 

Al nacer 18.1 (9.0-30.0) 11.0 (6.0-26.0) 61 

12 hrs 22.8 (13.0-38.0) 15.5 (6.0-28.0) 68 

24 hrs 18.9 (9.4-34.0) 11.5 (5.0-21.0) 61 

1 semana 12.2 (5.0-21.0) 5.5 (1.5-10.0) 45 

2 semanas 11.4 (5.0-21.0) 4.5 (1.0-9.0) 40 

1 mes 10.8 (5.0-19.5) 3.8 (1.0-9.0) 35 

6 meses 11.9 (6.0-17.5) 3.8 (1.0-8.5) 32 

1 año 11.4 (6.0-17.5) 3.5 (1.5-8.5) 31 

2 años 10.6 (6.0-17.0) 3.5 (1.5-8.5) 33 

4 años 9.1 (5.5-15.5) 3.8 (1.5-8.5) 42 

6 años 8.5 (5.0-14.5) 4.3 (1.5-8.0) 51 

8 años 13 (4.5-13.5) 4.4 (1.5-8.0) 53 

10 años 8.1 (4.4-13.5) 4.4 1(1.8-8.0) 54 

16 años 7.8 (4.5-13.0) 4.4 1(1.8-8.0) 57 
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Fagocitosis 

La fagocitosis es un proceso biológico que realizan las células PMN para la 

eliminación de microorganismos o partículas extrañas y se han descrito los 

siguientes eventos: adherencia, quimiotaxis, interiorización mecanismos 

microbicidas; sucede tras la invasión a los tejidos por bacterias, hongos y otros 

microorganismos.(27)  (Figura No. 3) 

Adherencia 

La migración y la adherencia al endotelio vascular, constituyen los eventos en el 

proceso fagocitico. 	La invasión bacteriana o la necrosis tisular inician la 

liberación de factores quimiotácticos, para los PMN, con el efecto de incrementar 

la adherencia vascular de las mismas. Este fenómeno es mediado por las 

glicoproteinas de superficie o moléculas de adhesión: C3bi ó CR3 y LFA-1 

(Factor de adherencia de linfocitos tipo I), pI50,95. 27,28) (Figura No. 4). 

Quimiotaxis 

La acumulación de células inflamatorias en los focos infecciosos es resultado de 

la migración dirigida de PMN y macrofágos denominada quimiotaxis. Este 

proceso es realizado por tres mecanismos: a) un mecanismo de reconocimiento a 

través de receptores sensoriales por los que las células detectan la presencia de 

quimioatrayentes, y por sus gradientes de densidad se determina la 

direccionalidad de la migración celular, b) un mecanismo transductor de la 

membrana por el que la información de dirección se transforma; en esta fase, 

ante el estímulo de factores quimioatrayentes, se produce polarización celular y 



redistribución de los receptores de membrana, y c) un mecanismo de 

movimiento celular dirigido. La velocidad de las células está determinada por la 

velocidad de la polimerización del citoesqueleto y la membrana.127)  

La quimiotaxis implica un movimiento con dirección, a partir del movimiento al 

azar o también llamado quimiocinesis,128)  esta migración dirigida es regulada por 

gradientes de concentración de factores quimiotácticos que incluyen C5a, 

producto de la ruptura de C5 durante la activación de la cascada de complemento 

(C5 C5ades 	C3a), leucotrieno B4 (LTB4), producto del metabolismo vía 

lipoxigenasa del ácido araquidónico, factor activador de plaquetas (PAF) 

citocinas y productos de la síntesis proteica de bacterias como N-formil 

péptidos.(29'3°)  

La polaridad, adhesividad de la membrana celular, y otras propiedades biofísicas 

de la célula como la polimerización de las proteínas del citoesqueleto y la 

secreción de componentes granulares del retículo endoplásmico contribuyen a la 

respuesta de quimiotaxis.(31)  

Los PMN son capaces de detectar y de migrar direccionalmente en respuesta a 

pequeños gradientes quimiotácticos. Se conoce que estas células pueden 

diferenciar gradientes tan pequeños como del 0.1% a través de su superficie.(32)  

Así mismo, se ha demostrado que se liberan productos de los leucocitos al 

ambiente pericelular y dan lugar a la degradación de quimioatrayentes, esto 

sumado al aclaramiento de los mismos a nivel de los receptores ocupados 

(proceso de endocitosis del receptor unido al ligando), contribuye también a la 

regulación de la migración de PMN al sitio de inflamación.(33) 



La unión entre el quimioatrayente y el receptor en la superficie del PMN es un 

evento que ocurre en menos de 30 segundos. Concentraciones a saturación de 

N-formilpéptido ocupan el 50% de los 50,000 a 70,000 receptores específicos 

disponibles de PMN. Esta unión da como resultado el desencadenamiento del 

flujo intracélular de calcio (Caz') y sodio (Na), con la consiguiente 

hiperpolarización de membrana e iniciación de una secuencia de pasos 

metabólicos que llevan a un reordenamiento de elementos del citoesqueleto para 

la orientación y migración de las células hacía el origen del gradiente 

quimiotáctico.134. 35))  (Figura No. 5), existen además mecanismos de inhibición de 

la migración de los PMN.(Figura no. 6) 

Opsonización y fagocitosis 

En el sitio de la inflamación los PMN se activan y destruyen intracelularmente al 

agente extraño. En esta fase pueden participar anticuerpos y complemento que 

facilitan la ingestión de estos microorganismos, por lo que se definen como 

opsoninas.(363')  

Otras proteínas como la C reactiva, tufsina y la fibronectina también poseen 

capacidad opsónica inespecífica.(38-40)  

Los PMN tienen en su membrana receptores para la región Fc de las 

inmunoglobulinas, así como para activar C3b y C3bi, estos últimos receptores se 

conocen como CRI y CR3.(41)  

La interacción ligando-receptor es el determinante critico de la unión de la célula 

extraña, y por otra parte esencial para la generación de las señales fagocíticas 

que inician el proceso de ingestión, mientras que los receptores Fc también 
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promueven la fagocitosis de partículas opsonizadas con IgG, induciendo la 

síntesis y liberación de oxidantes (superóxidos, peróxidos de hidrógeno, 

hidróxilos). La capacidad de los receptores CR! y CR3 de promover fagocitosis 

es regulada. (42)  

Se ha descrito que los receptores del complemento se encuentran en dos 

estados, uno inactivo en el cual los receptores median la adherencia de 

partículas a los fagocitos pero durante la ingestión pueden fallar y otro activo en 

el que además de la adherencia permiten la ingestión, pero a diferencia de los 

receptores Fc no inducen la liberación de oxidantes.(43' 44)  (Figura no. 7) 

Extractos bacterianos 

Se ha intentado disminuir la frecuencia de asma bronquial no alérgica asociada a 

procesos infecciosos por medio de la administración oral o parenteral de 

extractos bacterianos. Se ha descrito que una gran concentración bacteriana 

induce quimiotaxis de células mononucleares de asmáticos no atópicos pero no 

tiene efecto quimiotáctico en los mononucleares de sujetos sanos.(45-47)  Los 

tratamientos con extractos bacterianos se han recomendado en la mayoría de los 

casos sin estudios controlados y se observa disminución en la frecuencia de las 

infecciones.(48)  Los extractos bacterianos utilizados pueden ser polivalentes, con 

bacterias gram positivas y gram negativas o monovalentes, compuestos de un 

solo tipo de bacteria como el Staphylococcus aureus que es el más utilizado en 

México, en pacientes con infecciones recurrentes de vías aéreas superiores 

asociada a asma bronquial.(49)  



Se menciona en algunos artículos que los extractos bacterianos de 

Staphylococcus aureus Cowan I incrementan la resistencia no específica y tiene 

efecto inmunomodulador y regulador de la migración y fagocitosis .(45)  Al igual 

que otros gérmenes, el Staphylococcus aureus es un potente inductor de IL-1 e 

Interferón r  en monocitos y macrófagos.(5"2)  

Los pacientes asmáticos con infecciones recurrentes y resistentes al tratamiento 

convencional, tienen defectos en los mecanismos de resistencia a las 

infecciones, como disminución en la quimiotaxis, fagocitosis y opsonización de 

leucocitos polimorfonucleares, asi como en la respuesta humoral y celular.(53)  

Por lo anterior, el presente estudio tuvo como objetivo investigar el efecto del 

extracto de Staphylococcus aureus Cowan I in vitro en la respuesta quimiotáctica 

de las células polimorfonucleares de niños asmáticos con infecciones recurrentes 

de vías aéreas superiores. 

MATERIAL Y METODO. 

1. Diseño del estudio 

Ensayo biológico ín vitro 

2. Universo de trabajo 

Se estudiaron PMN de niños con crisis asmáticas desencadenas por infecciones 

recurrentes de las vías aéreas superiores, edades entre 2 y 8 años, con (54)  con 

pruebas cutáneas negativas a los alergenos más comunes del Valle de México. 

Los padres o tutores firmaron una carta de consentimiento informado. 

El estudio fue autorizado por el Comité de Etica del Hospital Infantil de México 
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3. Descripción de las variables 

Las variables independiente asma bronquial, y la dependiente quimiotaxis y 

quimiocinesis de las células PMN incubadas con extracto de Staphylococcus 

aureus Cowan I. 

Operativamente cada variable se definió de la siguiente manera: 

Asma bronquial e infección se consideró cuando las crisis asmáticas eran 

asociadas por infecciones de vías aéreas superiores, pruebas cutáneas negativas 

a los alergenos más comunes del Valle de México. 

Quimiocinesis se definió como el movimiento al azar de las células. 

Quimiotaxis se consideró como el movimiento dirigido de las células. 

El extracto de staphylococcus aureus fue preparado con la bacteria completa 

muerta por calentamiento. 

Tamaño de la muestra 

Se estimó un número de observaciones de 41 niños asmáticos con la fórmula 

para muestras simples.(55)  

Sólo se incluyeron niños con asma bronquial e infección recurrente de vías 

aéreas, sin tratamiento actual, enfermedades autoinmunes, cardiopatías ni 

nefropatías, que no asistieran a guarderías. 

El diagnóstico de asma bronquial se realizó por historia clínica, exploración física 

y pruebas cutáneas a los alergenos más comunes del Valle de México. El 
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estudio se llevó a cabo con pacientes del servicio de alergia pediátrica del 

Hospital Infantil de México. 

Un solo médico trató a los pacientes en el servicio, los datos clínicos, de 

exploración física, el sexo y la edad del paciente se conocieron al término del 

estudio. Se incluyeron como controles de quimiocinesis y quimiotaxis de PMN a 

10 niños sanos, por interrogatorio y exploración física, con edades similares a la 

de los pacientes. 

METODO 

Obtención de PMN 

De 5 ml de sangre venosa periférica de los 41 niños asmáticos y de los 10 niños 

sanos. La sangre se obtuvo en jeringas desechables estériles heparinizadas (10 

U de heparina por cada ml de sangre). La separación de las células se realizó 

con el método de Boyum modificado.(56)  

La sangre se colocó en tubos de plástico de 15 ml, se diluyó y mezcló con 

solución salina isotónica en volúmenes iguales, se agregaron 2 ml de Ficoll-

Hypaque (Lymphoprep) con densidad de 1.077, se centrifugó 1500 rpm a 37°C 

durante 25 minutos. Se separaron las capas de mononucleares y PMN con 

eritrocitos, se lisaron los eritrocitos, se centrifugó nuevamente a 1500 rpm a 37°C 

durante 10 minutos, se desechó el sobrenadante y se resuspendió el botón de 

PMN, se hizo un lavado con solución salina, y se centrifugó a 1500 rpm 5 minutos 

a 37°C, el botón de PMN se resuspendió en 1 ml de solución de Hank (SSBH), se 

realizó el recuento del número total de PMN obtenidos, y se valoró la viabilidad. 
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Recuento de PMN 

La cuenta de PMN se realizó en el microscopio óptico de inmersión. Las células 

se depositaron en un alícuota a una concentración 1:4, se le agregó solución de 

Turk (80 Id de colorante y 20 Id de células en suspensión), para el conteo se 

utilizó una cámara de Neubauer se agregó 20 111 de la suspensión con colorante. 

Se contó el número de células por cuadrantes y se hizo el cálculo del número de 

células/ml con la siguiente fórmula: No. de cél/ml = No. de cél por cuadrante x 5 

x104. Se ajustaron a 2 000 000 de PMN /ml. Se midió la viabilidad celular por la 

técnica de exclusión de azul tripano obteniendo una viabilidad celular ?_. de 95%. 

Método de preparación del extracto de Staphylococcus aureus.  

La cepa de Staphylococcus aureus Cowan 1 (12598 serotipo 1 .NCTC 8530 

National Collection of Type Cultures, London England) fue donada por el 

laboratorio de bacteriología del Hospital Infantil de México "Federico Gómez", Se 

resembró en un medio sólido de agar sal de manitol (Bioxon) se incubó durante 

24 horas a 37°C. se cultivó en caldo de soya tripticasa (Bioxon) en baño maría a 

37°C durante 22 horas. 

Se realizaron tres lavados con solución salina, se centrifugó a 5,000 rpm durante 

15 minutos, se desechó el sobrenadante y el botón se resuspendió con 8 mi de 

SSBH y se centrifugó nuevamente a 5,000 rpm durante 15 minutos, el botón se 

lavó y se resuspendió en 5 ml de SSBH. 

Para conocer la concentración de bacterias por mi, se determinó turbidez por el 

nefelómetro de Mc Farland. Se correlacionó con espectofotometría a 540 nm. El 

número de bacterias se ajustó a 109  unidades formadoras de colonias (UFC) por 
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ml. Se mataron por calentamiento en una autoclave a I21°C y 15 libras de presión 

durante 15 min. 

La viabilidad bacteriana se determinó tomando una muestra de las bacterias 

sometidas a calentamiento, resembrando en placas de medio sólido de agar sal 

de manitol, se incubó a 37°C por 24 hrs, no existió crecimiento. La concentración 

de proteínas se realizó por el método de Lowry.(57)  

En un estudio preliminar se probaron diferentes concentraciones de proteínas del 

extracto (12 ptighill, 30 pg/ml, 53 lig/ml, 87 pg/ml, 122 µg/m1) para conocer la 

concentración óptima de estímulo quimiotáctico de PMN en treinta donadores 

sanos. 

Posteriormente se tomaron alícuotas de 200 III de la suspensión y se congelaron 

a 70°C. 

Preparación de C5a 

Se utilizó C5a como control quimiotáctico (58)  que se obtuvo de suero AB activado. 

Como activador del suero se empleó zimosan (Sigma) a una concentración de 10 

mg/ml. 

Preparación de zimosan 

A 200 mg de zimosan se le agregaron 20 ml de solución salina al 0.85%, se 

incubó en baño maría a 37°C durante 30 minutos, se enfrió a temperatura 

ambiente, y centrifugó a 5000 rpm durante 10 minutos, se lavó con solución 

salina. Se prepararon alícuotas de 1 ml y se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 

minutos, se desechó el sobranadante y se le agregó 20% (200 tal), de suero AB + 
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700 vil de SSBI-1, se incubó de 25 a 30 minutos a 37°C de CO2, y se centrifugó a 

3000 rpm durante diez minutos y el sobrenadante se utilizó como 

quimioatrayente. 

Medición de quimiotaxis 

El ensayo quimiotáctico se realizó siguiendo la metodología de Falk, Goodwin y 

Leonard,(69)  con una microcámara de Boyden de 48 pozos y filtros de 

nitrocelulosa de 120 in de espesor con poros de 3 ttm de diámetro los cuales 

fueron humedecidos en solución balanceada de Gey-HEPES-Albúmina antes de 

su uso, para realizar la quimiocinesis se utilizó solución de Hank. 

C5a, el extracto bacteriano y la solución de SSBH se colocaron en los pozos 

inferiores de la cámara. En un volumen de 30 Id por pozo. Los PMN se colocaron 

en los pozos superiores en volúmenes de 50 jil de la suspensión celular de 

2x10°ml. La cámara se incubó a 37°C en una atmósfera de CO2  al 5% durante una 

hora, se retiró la membrana de quimiotaxis y se fijó con etanol-agua 1:1 hasta 

que se tiñó. 

Procedimiento de tinción de la membrana 

Se colocó la membrana 10 minutos en agua en ebullición, después se tiñó con 

hematoxilina durante 8 minutos, se agregó agua en ebullición durante 10 minutos, 

se agregó ácido clorhídrico al 0.5%. Se colocó la membrana 10 minutos en agua 

destilada en ebullición, durante 30 segundos se tiñó con cromatropo, se agregó 

agua en ebullición durante 10 minutos, y alcohol durante 3 minutos, 

posteriormente propano! durante 3 minutos y propanol-xilol 1:1 también 3 
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minutos, después en un caja de Petri estéril con xilol se dejó reposar antes de 

realizar la lectura. Se fijó a un portaobjeto con resina histológica y se dejó secar. 

La interpretación se realizó según el método de Zigmond y Hirsh(60)  utilizando 

para tal efecto un microscopio de luz convencional, y se midió por observación 

con el objetivo de 40X la distancia migrada en micras (desde donde se encuentra 

la mayor densidad de células hasta el plano donde se observen cuando menos 

cinco células), que se traduce por el recorrido del tornillo micrométrico graduado. 

Los ensayos fueron realizados por cuadruplicado, cada alícuota de las sustancias 

utilizadas (extracto bacteriano, HHBS y C5a), se cubrió con papel aluminio para 

evitar conocer su contenido el cual se reveló al terminar el estudio. 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Se utilizaron métodos de estadística descriptiva para conocer las características 

de cada grupo. Todos los resultados se expresan corno medias ± desviación 

estándar. 

Posteriormente se calculó sesgo y curtosis para las variables las cuales no 

asumieron distribución normal. La prueba de Wilcoxon.(61)  se usó para el análisis 

estadístico de las mediciones de quimiocinesis y quimiotaxis con HHBS, C5a y 

extracto bacteriano en el grupo de enfermos y de sanos. La prueba de U de Mann 

Whitney(61)  se utilizó para comparar la quimiocinesis y quimiotaxis entre los 

grupos de enfermos y sanos. La prueba de Friedman(G1)  se usó para comparar 

quimiocinesis y quimiotaxis de C5a y extracto bacteriano. La concordancia 

interobservadores se analizó mediante el coeficiente de kappa.(62)  Se 
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consideraron significativas las diferencias con 	0.05. Los cálculos se realizaron 

con el programa Number Cruncher Statistical System versión 4.2 

RESULTADOS 

Estandarización de la concentración de proteínas del extracto de 

Staphtrlococcus aureus  

Como ya se mencionó se probaron diferentes concentraciones de proteínas del 

extracto de Staphylococcus aureus; estas concentraciones fueron 12 pig/ml, 30 

pg/ml, 53 µg/ml, 87 IQ/mi y 122 µg/ml para conocer la concentración óptima de 

estimulo quimiotáctico de PMN en treinta donadores sanos. La concentración de 

53 µg/ml fue la que produjo mayor estimulo de quimiotaxis a PMN de los 

donadores sanos similar al estimulo producido con C5a por lo que se decidió 

utilizar esta concentración para el ensayo de quimiotaxis en niños asmáticos. La 

media de la quimiocinesis en estas células fue de 42 pi (Gráfica No. 1) 

La variabilidad inter e intraobservador fue de 80% en ambos casos. 

Se estudiaron PMN de 41 niños con asma bronquial asociada a infecciones y 10 

niños sanos. De los casos 25 (61%) fueron varones y 16 (39%) mujeres, la edad 

promedio fue de 4.4 ± 2 años. (Cuadro No. 2) 

Treinta y un pacientes tuvieron más de 8 infecciones de vía aéreas que les 

desencadenaron crisis asmática, tres pacientes fueron hospitalizados más de 5 

veces en un año. (Tabla 1) 
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Medición de la viabilidad de las células 

Los recuentos diferenciales realizados después del proceso de separación de las 

células, demostró que más del 95% eran PMN. La viabilidad medida mediante la 

exclusión de azul de tripano fue mayor del 95%. El rendimiento del método 

empleado, para la obtención de las células fue mayor de 75%. 

Medición de quimiotaxis y quimiocinesis 

Después de incubar los PMN a 37°C con HHBS C5a y extracto bacteriano de 

Staphylococcus aureus por 30 min, se tiñó la membrana de quimiotaxis y se leyó 

al microscopio. El valor de la quimiocinesis fue mayor en los sanos que en los 

enfermos (46 ± 7.111m, y 23.8 ± 61tm respectivamente) con diferencia 

estadísticamente significativa (p<0.001), no existió diferencia significativa entre el 

grupo de sanos y enfermos (p=0.1) en la medición de la quimiotaxis con C5a y el 

extracto de Staphylococcus aureus. (Cuadro No. 2 y Gráfica No, 2), 

Existió una deferencia estadísticamente significativa al comparar quimiocinesis y 

quimiotaxis con Staphylococcus aureus y C5a de células de niños sanos (p<0.01). 

Siendo esta diferencia mayor en los niños enfermos. (p<0.001) (Cuadro No. 3 y 

Gráfica No. 2) 
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DISCUSION 

Se ha descrito por algunos investigadores que extractos de bacterias in vitro 

inducen o activan la migración dirigida de las células mononucleares y PMN en 

pacientes asmáticos no atópicos, en estos estudios se.  señala también que estos 

extractos bacterianos no tienen efecto quimiotáctico en los mononucleares y PMN 

provenientes de pacientes sanos. (46,48,63) 

Los extractos bacterianos pueden funcionar como superantigenos, ya que se ha 

demostrado que estimulan a las células T a través de moléculas de antígeno 

mayor de histocompatibilidad clase II que interactúan con las células 

presentadoras de antígenos. La estimulación selectiva de las células T por 

proteínas o extracto de Staphylococcus aureus se expresan mediante un receptor 

(TCR) por medio de una cadena (3 con segmentos de genes variables. El 

desdoblamiento de los péptidos antigénicos y los otros componentes TCR juegan 

un importante papel en el reconocimiento de los superantigenos. (48)  Otros 

estudios corroboran que el estímulo de toxinas bacterianas durante la infección y 

en respuesta a superantigenos liberan interferon y que actúa sinergicamente con 

IL-12 en la producción de IL-4, IL-10 e IL-13 (64)  demostrándose la relevancia de 

la inmunorregulación. (65)  

En la literatura se ha informado que los extractos bacterianos de Staphylococcus 

aureus Cowan I pueden incrementar la resistencia inespecífica y tienen un efecto 

inmunomodulador y regulador de la migración de las células inflamatorias así 

como de la actividad fagocítica. (66) 
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En un estudio realizado por Tyski y colaboradores refieren que la respuesta 

quimiotáctica de los PMN se estimula a bajas concentraciones (10-9) de lipasa 

purificada de Staphylococcus aureus, además de que la respuesta es dosis 

dependiente,(67)  Spagnuolo demostró in vitro que la endotoxina de 

Staphylococcus estimulaba la motilidad y adherencia de los granulocitos.(68)  Así 

mismo otro investigador(69)  refiere que bajas concentraciones de bacterias 

autólogas inducen quimiotaxis de mononucleares de pacientes asmáticos. 

Como también ya se mencionó , se ha confirmado en estudios experimentales 

que el sitio de acoplamiento de toxina de Staphylococcus aureus en los dominios 

a 1 y a II de moléculas de clase II reaccionan en forma cruzada con las moléculas 

DR adyacentes, este entrecruzamiento puede ser importante en la inducción de la 

reactividad de las células T .(70)  

Los pacientes asmáticos con infección crónica recurrente, resistentes o que 

manifiestan resistencia al tratamiento convencional, pueden tener defectos en los 

mecanismos de resistencia de las infecciones como disminución de la 

quimiotaxis, fagocitosis, opsonización y alteraciones en la respuesta inmune 

humoral y celular. (53)  

Los resultados de este estudio demuestran que existe una disminución en la 

quimiocinesis de las células PMN de niños con asma bronquial asociada a 

infecciones recurrentes de las vías aéreas y al comparar la actividad de 

quimiocinesis de los PMN de los niños sanos se observó que existió una 

diferencia significativa. ( p<0.001) 
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Esta alteración en la disminución de la migración de las células PMN puede 

sugerir una relación con la recurrencia de las infecciones en estos pacientes; 

otros autores han descrito observaciones semejantes. (63 '66)  

Es importante señalar que existen otros factores que pueden afectar el 

movimiento al azar de las células como la acidez del medio intracelular, la 

temperatura, los nutrientes. (71)  

Asimismo la quimiocinesis es mediada por receptores, por lo tanto el hecho de 

que se encontrará una disminución de la quimiocinesis no se puede asegurar que 

fuera por un defecto en los receptores de las células pero tampoco se puede 

descartar. (72)  

También puede haber influido la presencia o no de quimioquinas en el medio 

celular, estas moléculas pueden activar a las células PMN por lo que son 

quimiotácticas, entre estas se menciona a la IL-3, el factor estimulador de 

colonias de granulocitos y macrófagos, la IL-8, factor activador de plaquetas y 

LTB4, son mas potentes como quimiotácticos que C5a. Algunas quimioquinas son 

selectivas para algunas poblaciones leucocitarias, por ejemplo la proteína 1 13 

para los macrófagos (MIP-(3). (73)  

En la actualidad se desconocen todavía muchas funciones de moléculas o 

sustancias que pudieran funcionar como quimioquinas, se supone que 

contribuyen en forma selectiva para controlar la migración de los leucocitos en 

las áreas de inflamación. Hay otras moléculas naturales o sintéticas derivas o 

semejantes a productos bacterianos que son quimiotácticas para los neutrófilos y 

los macrófagos como la metionina leucina y fenilalanina (Met-leu-the) estos 

péptidos se unen al receptor y bloquean en la misma terminal la respuesta de los 
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leucocitos, de tal forma que algunas proteínas de bacterias pueden generar 

señales específicas en los receptores para C5a y LTE34  que se generan en los 

sitios de inflamación. Las moléculas generadas en los sistemas de coagulación 

como fibrina, el péptido b y la trombina atraen a los fagocitos y posteriormente se 

estimula la liberación de IL-8 por monocitos activados que inducen a neutrófilos y 

basófilos funcionando como un factor quimiotáctico. 

Las modificaciones en la concentración de los factores intracelulares como los 

cationes bivalentes causan una reducción en el movimiento de la célula y cuando 

se trata de Ca21, se produce una reducción en la locomoción y en ocasiones en el 

movimiento al azar, el Ca2+  es muy importante en la traducción de señales en la 

función de los microfilamentos para el movimiento de la célula. (74 '76)  

La disminución de Mg24  en neutrófilos de ratas se traduce como una alteración 

en la orientación de la célula por diferentes gradientes. Los PMN pueden 

moverse en ausencia de Na' o i<4  pero pueden tener una decremento en la 

respuesta a factores quimiotácticos en la ausencia de le extracelular. (76)  

En este trabajo se encontró que al agregar extracto completo de Staphylococcus 

aureus Cowan I la quimiotaxis fue semejante en ambos grupos. (cuadro No. 3) 

El mayor efecto quimiotáctico para los PMN se logra cuando se incuba con los 

productos de microorganismos y plasma activado con complemento; el 

Staphylococcus aureus además de que estimula la quimiotaxis también estimula 

la adherencia de estas células, (72)  sin embargo algunos autores han demostrado 

que algunas fracciones de Staphylococcus aureus como la (3 toxina o la 

esfingomielina C, inhiben in vitro la locomoción de neutrófilos y monocitos.(48)  
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En nuestro estudio encontramos que el extracto completo de Staphylococcus 

aureus a una concentración de 53 1.tg 	ml de proteína de esta bacteria estimulo 

la quimiotaxis de las células PMN al igual que la fracción C5a del complemento, 

no encontrandose diferencias significativas entre ambos (p=0,1); este estimulo 

fue similiar entre el grupo de niños asmáticos con infección y el grupo de niños 

sanos, aunque hay que hacer notar que el estimulo fue mayor en los niños 

enfermos tanto con C5a como con extracto bacteriano. Esto se explica porque 

las células poseen receptores para C5a y receptores para péptidos N formil que 

representa productos bacterianos, estos receptores tienen un alta afinidad para 

estos péptidos que inducen el flujo transmembranal de le y Cae' através de la 

membrana plasmática, teniendo como resultado la polarización de la membrana 

celular. (74'7176)  

El efecto de la administración de extractos bacterianos se ha estudiado en 

pacientes con infecciones recurrentes de vías respiratorias y asma bronquial con 

reducción en la frecuencia de infecciones de 2.14% a 1 %, y con disminución de 

las manifestaciones clínicas hasta del 60%. Así mismo, se ha observado una 

inmunomodulación en las concentraciones de inmunoglobulinas particularmente 

con un incremento en las cifras de IgA.(77)  

Se ha demostrado que existe un aumento en la producción de factor liberador de 

histamina por el gran número de linfocitos T en el alveolo de asmáticos no 

atópicos, y se ha reportado una correlación positiva entre los niveles de 

hiperreactividad bronquial y la producción espontánea de factor liberador de 

histamina.(78)  La histamina que es liberada durante un proceso inflamatorio como 

una crisis asmática modula la quimiotaxis, quimiocinesis adherencia y 

degranulación de 13 glucuronidasa de neutrófilos y eosinófilos, en estos pacientes 
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existe un aumento en la producción de histamina y de receptores Hl y H2 esto 

puede causar inhibición en la quimiocinesis, quimiotaxis y/o adherencia de estas 

células; en los pacientes asmáticos estudiados en esta tesis pudo haber sucedido 

que los receptores de histamina de los PMN tomados de la sangre periférica se 

encontraran saturados, dando los resultados ya comentados. 

Por lo tanto concluimos, dado que la respuesta al estímulo con C5a y extracto de 

Staphylococcus aureus fue semejante, es posible que los mecanismos de 

quimiotaxis en las células de estos pacientes se encuentren en condiciones 

normales, y el hecho de que se encontrará quimiocinesis disminuida plantea 

interrogantes en los diferentes mecanismos de regulación por lo que sería 

necesario investigar otras funciones y factores subcelulares en estos pacientes 

así como otros aspectos del sistema inmunológico. 
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CUADRO No. 1 

Agente Etiológico 

Síndrome Clínico 
	

Virus 
	

Bacteria 

Rinofaringitis 
	

Rinovirus 
	

S pyogenes 

Influenza 
	

H. intluenzae 

Coronavirus 	 pertussis 

Parainfluenza 
	

M. pneumoniae 

Sincicial respiratorio ECHO 

Adenovirus. Reovirus, 

Herpes Simple 

Faringoamigdalitis 

1. Purulenta-membranosa 
	

Adenovirus 

Epstein-Barr (mononucleosis infecciosa) 

2. Con vesículas o úlceras 

Laringotraqueobronquitis 

Herpes virus hominis 

(herpes simple) 

Coxsackie 

Parainfluenza. Sincicial 

respiratorio 

Influenza. Adenovirus. 

ECHO 

Coxsackie A 

Epiglotitis 

Traqueítis bacteriana 

(9,10) 

Probable antecedente viras 

con cualquiera de los virus 

arriba mencionados 

H. influezae tipo B 

Staphylococcus 

aureus 

Streptococcus B 

S.pyogenes 
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COMPARTIMIENTO DE 
CELULA PROGENITORA 

COMPARTIMIENTO 
MITOTICO 

COMPARTIMIENTO 

PO8TMI TOTICO 

M
E
D

U
L

A
 O

S
E

A
 

COMPARTIMIENTO 

CELULA MADRE 
PURIPOTENCIAL 

CELULA MADRE 
COMPROMETIDA 

MIELOSLASTO 

PROMELOCITO 

MIELOCITO 

METAMIELOCITO 

FORMA DE BANDA 

GRANULOCITO 

SEGMENTADO 

GRANULOCITOS 

CIRCUNDANTES 

ORANULOCITO8 
MARGINADOS 

t 5 DIAS 

6.6 DIA8 

4  10 HORAS 

GRANULOCITOS 

PIO. 1 . CINETICA DE LA MADURACION DE LOS lelITROFILOS POLDSORPOHUCLEARES 



TIC. 2. MADURACION FUNCIONAL DE LOS NEUTROFILOS POLIMORFONUCLEARES 

M I E LO L A STO PROMIELOCITO MIELOCITO METAMIELOCITO RANDA SEGMENTADO 

RECEPTORES Fe 

FACOCI TOSIS 

RECEPTORES DEL COMPLEMENTO 

CAPACIDAD NI ICROBIC I DA 

REDUCCION DEL NAT 

QUIMIOTAXI 



EL NEUTROFJLO EN LA 1NFLAMACION 

SECUESTRO 

ADHESION 

PIJJJO DE 
~ERE 

Sangro 	 Tejido 

DIAPEDESIS 

TRANSWEIRACION 

Bact•rIa 
1940001TEICIS 

o 
ESTALLIDO 

Ml 	T'ION LIE 
MAC/OPAS° 

PIO . Me 3 

WINIOTAXIS Y . 
ACTIINCION DEL 
NIEUTROFILO 



R R -R 
H L 

II 	rFOSFOLIP %DP B1131 	
C• 

NADPH I 	 
OXI D ASA 

N P1P 
	

DA9 

1 P 3  

1 

TAMPc 

I 	 
K- A 1 

4-- -r (Ca 

4- 

JPK CM/Ca21 

t 4- 

MODELO DE RESULACION DE LA RESPUESTA FABOCITICA A QUIMIOTRAYENTES RH  Ri  RH  
REPRESENTAN ESTADOS DE ALTA AFINIDAD IRREVERSIBLE DEL RECEPTOR. 
REPRESENTAN SEÑALES POSITIVAS 	 REPRESENTAN SEÑALES illiEGATIVAS 

REPRESENTA REDISMIBUCION CELULAR 
ADAPTADO A SNYDERMAN Y COL (24). 

F19. Me 



CF 

1 LAS CEL.ULAS ENOOTELI ALE S Y EP IT E • 
LIALES TIENEN PUSOOHOE SARPERA 
NOW LADA POR LAS WILECULAS DI 
ADNISIOStelithl . ICAMI 

AlleS111 005111,31605 DE MOTORES 
OUINIOTACTICOS. 

31313ACTNICION DS NOUTII0f1LOS POR 
ALIAS COSICISTRACIONIS 3.40713 
GOIMIOTACTICOS 1 CF 

4PIIIIOSACK Nestrwo POREL AMERO 
Off NEUTROFILOS ACOAULADOS EN EL 
SITIODE LA 12301 

6 DISIMCION DE LOS FACTORES OLSOOTAC-
TICOS. 

INHIBICION DE LA ASIGRACION DE NEUTROFILOS 
PIO. i.e 



SACTERIA 

le 8 	 ,O3111. 

CPSONIZACION- 

INTIMAS 
101 

RECEPTORES 
PROCCITICOS 

PIO. No 7 

OPSONIZACION Y FABOCITOCIS BACTER IAL. 
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Gráfica No. 1. Estandarización de la concentración del 
extracto de Staphylococcus aureus Cowan I para un mayor 
estímulo de quimiotaxis en células PMN de donadores sanos. 
Se observó mayor estímulo a concentración de proteínas de 
53 pg/ml . 
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TABLA No. 1 
NIÑOS CON ASMA BRONQUIAL, NFECCION 

Núm. EDAD 
(Arios) 

SEXO PESO GRADO 
DE 

DESNUT. 

1NFECC. 
POR 
AÑO 

HOSP. 
POR 
AÑO 

QUI M10- 
CINESIS 

211 

OH I MI0- 
TAXIS 

(C5a) 
pm 

QUIR410- 
TANTS 

(Bacteria) 
Ion 

4 E 14 O 8 6 30 150 150 

2 4 NI 17 0 12 2 30 70 90 

3 8 E 27 0 10 1 20 90 8(1 
4 7 E 23 O 15 4 30 65 95 
5 4 M 13 0 10 2 20 75 150 

6 6 M 17 11(20%) 9 3 20 105 90 

7 6 E 22 0 8 4 2(1 95 135 
8 8 E 34 (1 24 1 30 115 120 
9 7 M 26 0 15 1 30 1(10 120 

10 2 M 12 O 18 1 35 100 90 

11 5 F 17 O 18 4 3(1 101) 90 

12 3 M II 11(26%) 12 1 30 90 100 
13 7 E 22 0 12 3 30 150 100 

14 3 E 12 O I/ 0 20 150 150 
15 2 E 12 11(20%) 18 0 30 80 70 

16 4 E 17 O 8 1 30 85 90 

17 4 M 18 0 12 (1 30 75 100 

18 5 M 19 0 6 O 30 50 50 

19 7 M 27 0 18 2 30 75 100 

20 7 M 21 O 6 1) 20 90 80 

21 2 M 15 O 12 1 15 90 100 
22 6 E 29 O 12 1 15 85 90 
23 5 M 20 0 24 12 30 100 105 

24 4 M 17 0 7 O 30 85 80 

25 6 M 32 0 12 0 15 90 95 

26 5 M 20 0 12 3 30 90 85 

27 8 E 35 0 12 0 20 90 80 

28 6 E 17 O 5 0 20 85 80 

29 6 M 19 (1 6 (1 20 90 80 

31) 5 M 16 1(12%) 6 2 20 90 90 
31 3 E 10 111(33%) 6 1 18 90 150 

32 8 M 33 O 6 I 20 95 90 

33 5 M 29 O 10 0 20 90 80 

34 1 E 10 11(16%) 10 1) 24 109 92 

35 2 M 9,7 111(31%) 10 10 30 10O 90 

36 5 E 16 1(12%) 6 0 20 60 80 

37 2 M 13 (1 12 I 15 70 90 

38 2 M 11 O 5 2 15 6(1 80 
39 2 M 15 O 10 9 20 70 95 

40 5 M 18 O 21 1 20 90 105 
41 4 M 12 O 1(1 I 15 90 90 
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Cuadro No. 2. 

Características d e edad y sexo estudiadas en niños con asma bronquial 

infecciosa y nidos sanos 

Característica sanos (10) enfermos (41) 

edad (años) * 4.4 ± 2.1 4.4 ± 2 

Sexo (m/f)**  5/5  25 /16 

* Media ± DE; ** Frecuencias absolutas 
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Cuadro No. 3. 

Comparación de las varibles de quirniocinesis y quimiotaxis en niños con 

asma bronquial infecciosa y niños sanos 

Variable Sanos Enfermos p 

Quimiocinesis 46 ± 7.1 itm 23. ± 86 µm <0.001 

Quimiotaxis C5a 92. ± 32 1.1111 91 ± 21.311m p=0.1 

p=0.1 Quimiotaxis extracto 

bacteriano 

92 ± 23 pan 97 ± 22.4µm 
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Gráfica No. 2 Medición de quimiocinesis y quimiotaxis. Después de incubar 
a PMN a 37°C, con HHBS, C5a y Sfaphylococcus aureus, se obtuvo una 
quimiocinesis de 46 pg para los sanos y 23.8 pg para los enfermos (p<0.01) 
en la medición de la quimiotaxis no existió diferencia significativa entre 
ambos grupos, pero entre la quimiocinesis y quimiotaxis de ambos grupos 
para C5a y el extracto si se observó diferencia significativa (p<0.001) 


	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción   Generalidades
	Material y Método
	Método
	Análisis Estadístico
	Resultados
	Discusión
	Referencias
	Anexos



