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1.1 Resumen 

El proceso fagocitico es uno de los mecanismos más importantes de defensa, que permite 
al hospedero resistir con éxito una agresión. La evaluación de las diversas etapas 
fagociticas permiten valorar la eficiencia del mecanismo. Existen varios métodos que 
evalúan la Fagocitosis. Un método sencillo es la reducción del Nitro Azul de Tetrazolio 
(NAT) en portaobjetos, que permite visualizar la activación del metabolismo oxidativo de 
la célula fagocitica y además permite evaluar cuantitavamente el proceso de endocitosis, 
medido como indice fagocitico y porciento de fagocitosis. 

Se propone adaptar la técnica de reducción del NAT en portaobjetos. para su aplicación 
en la determinación de valores de referencia de porciento de fagocitosis e indice 
fagocitico en donadores clínicamente sanos del Banco Central de Sangre del Centro 
Médico Nacional "La Raza .. del ln~tituto Mexicano del Seguro Social para su posterior 
comparación en pacientes adultos inmunocomprometidos y politransfundidos. 

Durante el período de septiembre a diciembre de 1994, se seleccionaron 280 donadores 
clínicamente sanos, a los cuales se les determinó : Indice Fagocitico, Porciento de 
Fagocitosis y Reducción de Nitro Azul de Tetrazolio con el siguiente método. En un 
portaobjetos se colocan 0.5 mi de sangre se incuba en cámara húmeda por 30 min, se 
lava con solución de Alsever. se adicionan levaduras opsonizadas con Candida albicans 
en NAT (0.1º.k), se incuban por 15 min, se lavan y se contrastan con Safranina (0.5°/o) y 
se evalúa al microscopio. 

Los resultados fueron los siguientes: 

0/o de Fagocitosis 

Población Total 7 4.85±1O.12 
(280) 

Mujeres 74.3±8.41 
(51) 

Hombres 74.98±10.5 
(229) 

Indice Fagocitico Reducción del NAT 

1.91±0.48 100°/o 

1.90±0.40 100°/o 

1.91±0.49 100o/o 

1 

El método es útil para conocer los valores de referencia de Fagocitosis e Indice 
Fagocitico. 
No existe diferencia en el porciento de Fagocitosis, Indice fagocitico y Reducción del NAT 
entre ambos sBxos. 
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ARTE 1 

1.2 Antecedentes 

Antes de los trabajos de Metchnlkoff la Inmunidad se atribula únicamente a los anticuerpos 

clrculen~es. después de los trabajos de Metchnlko1"f se crearon dos corrientes entre los 

Investigadores, con respecto a la Intervención de la.fagocitosis y las lnmunoglobullnas en la 

defensa del organismo contra microorganismos Infecciosos (Barret, 1972). Fue en 1 a92 

cuando Elle Metchnlkoff publica sus observaciones de la capacidad que tienen las células 

pollmorfonucleares (PMN) y macrOfagos pera matar a los microorganismos. Metchnlkofr se 

Impresionó por la rapidez con la que las bacterias eran Ingeridas y destruidas dentro de 

estas células. Después Almoroth Wrlght resotvló la disputa entre la leerla celular y humoral 

al demostrar que ciertas substancias del suero llamadas opsonlnas aumentaban la actividad 

fagocttlca. Este proceso en ese momento no fue bien entendido sino hasta dos décadas 

después. Sobre este mecanismo se ha hecho Investigación de manera Intensiva 

especialmente en pacientes con Enfermedad Granulomatosa Crónica (EGC) y con otros 

defectos en la función fagocltlca (Oule.Mllls, 1979). 

2 

Los pollmorfonucleares por tener capacidad de Ingerir microorganismos y matar. juegan un 

papel central en los mecanismos de defensa del hospedero. Estas· células son las que 

estén en mayor proporción en la sangre para defender contra microorganismos Invasivos 

(Blenaff, 1986). 

A 'fines del slglo XIX Elle Metchnlkoff denominó macrófagos a las células fagocltlcas porque 

eran capaces de digerir grandes partlculas. En 1924 Aschof'f Introdujo el nombre de 

sistema retlculo endotellal. término muy empleado todavla para agrupar varias clases de 



células capaces de absorber colorantes vltales, actualmente denominado Sistema 

fagocltlco mononuclear (Blenaff, 1986). 

Desde que en 1873 Elle Metchnnlkoff describió el ataque y la destrucción de un 

microorganismo por las células fagocltlcas de Oaphnla las técnicas para valorar la 

fagocitosis han tenido un amplio desarrollo, una de las técnicas més comunes es por 

reducción de Nitro AzUI de Tetrazollo (NAT) que fue Introducida en el érea de la medicina 

cllnlca a partir de 1968 y ha sido utilizada en pacientes con Infecciones recurrentes pero 

prlnclpalmenle se usa para el diagnóstico de la Enfermedad Granulomatosa Crónica (EGC) 

debido a la Incapacidad de las células fagocltlcas de estos pacientes para reducir el NAT a 

'formazé.n durante la fagocitosis (Glfford, Malawlsta, 1970}. Esta prueba de fagocitosis ae 

reallzó también en pacientes con lepra lepromatosa y pacientes con tuberculosis pulmonar 

avanzada activa mostrando defectos en la función endocltlca de sus fagocitos circulantes, 

fundamentalmente leucocitos Pollmorfonucleares (PMN) (Rojas, Domlnguez, 1991 ). 

Por otro lado se valora la 'fagocitosis por esta prueba con el fin de observar el efecto de 

algunos férmacos sobre la fagocitosis: antlleprosos (dapsana. etlonamlda, protlonamlda); 

antllnnamatorlos (lndometaclna y talidomida) y ascorbato (Rojas. Oomlnguez, 1991 ). Con la 

cefbxlllna. un antibiótico P-lactémlco derivado de la cefarnlcln C se estimula la fagocitosis 

debido a que hay un Incremento en la adherencia de neutrófllos por la acción sobre 

diferentes receptores de membrana celular MAC-1, LFA 1, LFA y P150,95 (Rodrlguez, 

Barriga, 1993). 

Algunos otros padecimientos como la deficiencia complete de la glucosa-6-fosfato 

deshldrogenasa de leucocitos o el uso de 0-penlcllamlna, dan por resultado una prueba 

anormal con NAT (Pacheco,Shearer. 1994). 



1.3 Generalidades 

1.3.1 Relación Hospedero-paréslto 

El hombre durante su existencia siempre ha estado en contacto con 

microorganismos que han traldo consecuencias de dos tipos : 

a) Consecuencias danlnas. -Es decir provocar situaciones en las que el lndlvtduo 

(en este caso el ser humano) ve afectada su salud provocando morbilidad y 

mortalidad (Talaro.1993). 

b) Consecuencias benéficas. -Participan en los procesos Industriales de alimentos 

asr como de medicamentos que son útlles a la especie humana. y aún mé.s en las 

asociaciones de comensallsmo dentro del organismo humano, que garantiza la 

homeostasls en la relación hospedero paréslto (Talero, 1993). 

El cuerpo humano se ve expuesto constantemente a microorganismos. que son 

adquiridos por la exposición del cuerpo en el medio ambiente. Para que un 

microorganismo pueda penetrar depende de las condiciones del hospedero y la 

patogenlcldad del mismo, algunos de éstos colonizan al hospedero (flora normal), 

algunos se pierden répldamente (transitorios) y otros Invaden los tejidos. Este 

contacto can mlcroOrganlsmos provoca Infección. una condición en la cual los 

microorganismos patógenos penetran al hospedero, entran al tejldo y se mulllpllcan. 

Cuando los efectos acumulativos danan o rompen los tejidos resulta una 

enfermedad Infecciosa (Talara, 1993). 



En la Infección, dos resulledos son poslbles: 

a) Los mecanismos de defensa pueden erradicar la Infección del tejido danedo o 

del órgano, por lo que el agente Infeccioso es ellmlnado del tejido y no causa un 

dano mayor (Talaro, 1993). 

b) Puede haber dano en el tejido y en el órgano, provocando la morbilidad y danos 

muy severos que pueden causar la muerte (Telaro, 1993). 

e) Existe una terr.era posibi1idad por hiporcspuesta de1 ~ndi

viduo hacia e1 microorganismo 1a cua1 es insuficiente para 

e1iminar1o pero no permite que e1 microorganismo cause en

fermedad convirtiendo a este individuo en un portador apa

rente.ver ftgura 1.3.1 

5 
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Contacto con el microorganismo 

// 
Colonizado Erradica Hipersensibilidad 

Infección 

/ 
lndMduo Inmune Individuo portador 

Enfermedad 

Muerte Inmunidad Enfermo Individuo portador 

Flg. 1.3.1 Potencial de microorganismos asociados al humano (Talara, 1993). 



El tipo y severidad de una Infección depende de numerosos factores relacionados 

con la patogenlcldad de los microorganismos. La patogenlcldad se describe como 

la capacidad que tienen los microorganismos para causar una Infección o 

enfermedad. Los microorganismos patógenos se han dividido tradicionalmente en 

dos grandes grupos, dependiendo de la relación hospedero-paréslto : 

Patógenos primarios.- Son capaces de causar Infección y enfermedad en personas 

sanas con su sistema Inmune normal. Los ejemplos Incluyen al virus de la Influenza, 

virus de la rabia. protozoarios como el Plasmodlum vtvax o falclparum y otros 

microorganismos. Los patógenos prtmar1os estén generalmente asociados con 

distintas enfermedades reconocibles y tienen una Virulencia muy potente (Talero, 

1993). 

Patógenos secundarlos o patógenos oportunistas.- Las personas afectadas son 

pacientes lnmunocomprometldos. Estos microorganismos no son c"onslderados 

patógenos para los Individuos sanos. Los factores que predisponen a una Infección 

por este tipo de patógenos son los siguientes: 

Edad avanzada, mal nutrición, defectos genéticos y adquiridos en el sistema 

Inmune, mal funcionamiento de los mecanismos de defensa del hosp_edero. estrés 

flslco y mental, transplante de órganos, céncer, quimioterapia, defectos 

anatómicos, diabetes, enfermedades del hlgado y traumas quirúrgicos, Individuos 

prematuros y recién nacidos (Talero. 1993). 

En la Infección_. 3 resultados son posibles: 

7 



Entrada a la Infección 

El mlcroorga11lsmo entra e los tejidos del cuerpo por una ruta carecterfstlca, la vla 

de entrada. usualmente es cuh\neo o mucosal. La fUente del agente lnfecctoso 

puede ser exógeno (proveniente de otro lndMduo o un animal), o endógeno, que 

existe alrededor o en el cuerpo (flora normal o 1!1fecclón latente) (Talara, 1993). 

La entrada del microorganismo son por las mismas reglones anatómicas 

colonlzadas por la flore normal: la plel, vla gástri.ca·. vfa respiratoria y vla 

urogenltat. De hecho este fácU acceso por la flora normal algunas veces ayuda a 

penetrar cuando existe una disminución en la resistencia del Individuo. La mayorla 

de los patógenos tienen que adaptarse al medio de entrada, que le provee un 

hébltat apropiado para su crecimiento (Roltt, 1993). 

También algunos mlcroorgantsmos pueden tener més de una entrada para producir 

la Infección, por ejemplo el gonococo puede entrar e Infectar la garganta y el ano 

ademéis del tracto urinario; Mycobacterlum tuberculosis entra en tracto respiratorio 

y tracto gastrointestinal; Corvnebactenum dlptherlae puede Jnfectar la garganta y le 

piel (Talara, 1993). 

Tamano del lnóculo 

Otro 'factor crucial del curso de una enfermedad es la cantidad de 

microorganismos en la dosis de lnoculaclón. Para muchos agentes la Infección 

procede si hay un número mlnlmo llamado dosis lnfectante (Talero, 1993). 

B 



El que los microorganismos puedan permanecer un corto o un largo tiempo también 

se debe al papel que llene el sistema Inmune, el cual combate a ros agentes 

Infecciosos. Los microorganismos tienen dtferentes formas y mecanismos de 

penetración, por Jo que el sistema Inmune requiere una varlabllldad de respuestas 

para cada tipo de Infección. 

1 .4 Mecanismos Jnespecfflcos 

Se conoce que los mecanismos de defensa se dividen en dos categorlas: la 

respuesta Innata o Jnespecfflca y la respuesta adaptatfva o especifica . 

La respuesta Innata o lnespec11lca la poseen todos los Individuos aunque no haya 

contacto previo con el microorganismo y no es de memoria. Ver ·tabla 1.4. 1 

Tabla 1.4.1 Mecanismos lnesoeclflcos (Roltt, 1993l. 

Consideraciones genéticas 

Flslologla corporal 

Factores humorales inespeclficos 

Complemento 

1 .4 .1 Flslologla corporal: 

ln1lamaclón y Fiebre 

lnterferón 

Fagocitosis 

Barreras Ffslcas y Bloqufmlces: plel, moco, clllos. pH écldo del estómago, llsozfmas 

en varias secreciones, gléndulas sebéceas, organismos comensales en Intestino y 

vagina, espermJna en semen. 

9 



1.4.2 Complemento: 

Es un grupo de 30 protelnas que puede ser activado de manera esponténea por 

varios microorganismos por la vla alterna, la cual es una reacción Innata o 

Jnespeclflca. El sistema de complemento puede ser activado también por vla 

cléslca por el complejo antlgeno-antlcuerpo y por fa vla de las lecllnas 

(Holmskov,Malhotra, 1994). Ver figura 1 -4.3. su función principalmente es: 

1.- Unirse a los microorganismos para favorecer le fagocltClsls. 

2.- La atracción de Jos fagocitos a los sitios de activación de complemento_ 

3.- Incrementan la permeabllldad vascular. 

4.- Oana la membrana plasmétlca en bacterias Gram-negatlvas, virus y otros 

organismos produciendo Usls. 

5.- Amplifica Ja respuesta Inflamatoria. 

10 



Vfa alterna 

Activación por 
supeñicie 

C3b 

B~ 
p :.::i 

Vla de las 
lectfnas 

Por carbohidrC1tos 

MBP 

C1r 
MASP C1s 
e~ C4 
C2 C2 

'V" 

e, 
1 

'V" 
C3b 

Vla clásica 

Por complejos 
Inmunes 

C1cr 

Fig. 1.4.2 Vías de activación de complemento. (Holmskov, Malhotra, 19S4). 
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La protelna opsonlsante principal es C3b que reconoce por lo menos tres diferentes 

receptores en la membrana plasmétlca; CR-2 (CD21) encontrada primeramente en 

linfocitos B, CR-3 (CD11b/CD18) que se encuentran en todos los fagocitos y 

algunos linfocitos, y CR4 (CD11c/CD18) que se encuentran en macrófagos 

principalmente y se ha expresado también en monocttos circulantes y 

neutrófllos(Brown, 1991 ). 

Hay Individuo• con deficiencias de compor:cntes de complemento que pueden 

activar sus dos vfas. su suero puede promover normalmente la opsonofagocltosls 

pero es Incapaz de matar Indirectamente al microorganismo (Ross. Rosenthal, 

1987). 

El otro tipo de pacientes es por carencia de receptores, por ejemplo para IC3b, las 

caracterlstlcas de estos pacientes son teucocltosls crónica con neutrofllla marcada 

e Infecciones bacterianas recurrentes (Brown, 1991). 
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1.4.3 Inflamación y fiebre 

La lnnamaclón es un mecanismo Inducido por varios tipos de sustancias producidas 

por un dano flslco o por la presencia de microorganismos. Cuando la Inflamación 

es resultado de una Invasión por microorganismos la runclón de la Inflamación es 

locallzar, destruir y ellmlnar al organismo. Se caracteriza por la acumulación de 

leucocitos en los sitios del tejido danado o de la Infección. 

Se dan tres eventos prtnclpales durante esta respuesta: 

1.- Un Incremento del suministro sangulneo en el érea Infectada. 

2.- Incremento en la permeabilidad de los capilares causada por la retracción de las 

células endotellales y poslblemente por Incremento en el transporte vesicular a 

través del endotelio. 

3.- Los leucocitos migran de los capilares al tejido hay un número mayor de 

neutrófllos y después se da la migración de monocltos y linfocitos. En la migración 

de neutrófllos, linfocitos y monocltos participan las moléculas de adhesión como son 

la ll·2- lntegrlna, LFA- 1 y CR3 que se unen ICAM- 1 e ICAM- 2. Ademés en la 

acumulación de neutrófllos participa ELAM que Interactiva con un determinante 

Levls X presente en la superficie de gllcoprotelnas de neutrófllos (Rollt, 1993) 

Las reacciones Inflamatorias son controladas por cltoclnas, por mediadores 

vasoactlvos liberados de basófllos, plaquetas, células cebadas. Ver tabla 1.4.2. 

(Roltt, 1993). 
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Tabla 1 .4.2. Principales mediadores de la Inflamación los cuales Incrementan el flujo 
sangulneo. permeabllldad vascular y modulan el movimiento celular. 

Mediador Oriaen Acción 
Hlstamlna BasOftlos Incrementa penneabllldad 

Mastocltos vascular y la contracción 
Cebadas del músculo liso 

5-Hldroxi triptamina,serotonina Plaquetas Incrementa penneabilldad 
vascular 

Factor qulmiotéctlco de Células ceoadas Qulmlotexls de neutrófltos 
neutrófllos 
lnterleucina 8 Linfocitos Qulmlotaxls de células T y 

mono citos 
C3a Complemento DegranulaclOn de células 

cebadas.contracción de 
músculo Uso. 

C5a Complemento Qulmiotaxis de macrófa-
aos 

Bradlclnlna Sistema de clnlnas Vasodllataclón, contracción 
músculo Uso e Incremento 
de le permeabilidad 
vascular 

Flbrlnopéptldos y fibrina Sistema de coagulación Incrementa la permeabi-
lldad y qulmlotaxls de 
macrófaaos v neutrófilos 

Prostanglandlna Vla clclooxlgenasa Vasodllataclón,potencla el 
E2 (PGE2) Incremento de la permea-

bllldad 
Leucotrleno B4 Vla llpoxlgenasa Quimlotaxls de neutróft-los, 
LTB4 junto con E2 Incrementa la 

cermea-bilidad vascular 
Leucotrleno 04 Vla llpoxlgenasa Contracción músculo. ll9o, 
LTD4 Incrementa la permeabl-

lldad vascular 
(Roitt, 1993). 
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Fiebre 

Hay dos respuestas asociadas a la Inflamación: la primera Involucra ta alteración de 

la temperatura en el hlpotélamo y la generación de la respuesta febril~ la segunda 

Involucra atteraclones en el metabo1lsmo o en el hlgado (Baumann. Gauldle. 1994). 

Los IL- 1p, TNF- a., IL- 6 son pollpéptldos mediadores de fiebre producidos por el 

hospedero en respuesta a la presencia de microorganismos extraftog y otros 

materiales plrogénlcos exógenos (Dlnarello Cannon, Mancilla, 1981), como 

sustancias mediadoras de la Inflamación {Dlnarello, Cannon, Wo1f, 1988). IL ... 1p, 

TNF- a., IL- 6 son plrogénos endogénos que Inducen el Incremento de metabolltos 

de é.cldo araquldonlco, primeramente las prostangtandlnas dertvadas de la 

clclooxlgenasa, prostaclcllnas y tromboxanos (Olnareno, Cannon, Wotf, 1988). La 

IL- 1 p, TNF- a., IL- 6 que son considerados para regular la respuesta febril 

posiblemente como un mecanismo protector. Estas clloclnas median ta fiebre a 

través de la Inducción de PGE, (Baumann, Gauldle, 1994) que es un potente agente 

plrogénlco cuando se Introduce en el cerebro con efectos en el centro 

tennoregulador (Dlnarello, Cannon, Mancilla, 1991 ). 

Protelnas de Fase Aguda 

En un proceso de Inflamación se caracteriza por et aumento en ta concentración de 

protelnas plasmétlces como la antltrlpslna (a.1-AT), a.1 antlqulmlotrtpstna. 

1lbrtnógeno, haptogloblna, a., ácido gllcoprotélco, amllolde sérico A y protelna e 

reactiva llamadas protelnas de fase aguda (Buchner. Hugll, Ember, 1995). Las 
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protefnas de fase aguda son sintetizadas en hfgado durante un proceso Inflamatorio 

agudo y pueden actuar como lnhlbldores de proteasas, factores de coagulación y 

opsonlnas_ En algunos trabajos In vltro se ha demostrado que Csa actúa como un 

potente mediador de fa Inflamación y estimula fa sfntesls de protefnas de fase 

aguda (Vogefs, Cantonl, Carelll, 1993). 
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Cambios C~nducta1es 
1 

Corteza, Cerebra1 

infeccidn 
toxinas 
in.f'1amaci6 

Pig. 1.4.3 Patogéne•~• de 1a f1ebre (D1naro110.Cannan.vo1~.1988) 

PGE2 - proatang1andina E2 
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1.4-4 lnterferón 

Es una glucoprotelna en humanos que se produce naturalmente por células 

Infectadas. En humanos el lnterferón es producido primariamente por los 

flbroblastos y los leucocitos. Los tres prlnclpales tipos son: lnterferón alfa, producto 

de leucocltos que es Inducido por Infecciones producidas por virus. bacterias y 

otros agentes; lnterferón beta, un producto de flbroblastos, células epiteliales, y 

macrófagos en re::puesta a infecciones producidas por virus: y el lnterferón gama 

producto de linfocitos T y células NK, llene actMdad antMral, participa en la 

activación de macrófagos, actúa sobre flbroblastos, participa en la activación y en 

la diferenciación de células B (Flkelman, Katona, 1986), y fundamentalmente en la 

regulación Inmunológica a nlvel de TH1 y TH,. 

Los dos primeros tipos son Importantes en supresión no especlflca de Infecciones 

virales, mientras que el lnterferón gema es parte Importante de la respuesta 

especifica (Talara, 1993). 

Los e'fectos anttvlreles del lnterferón-y se deben a que Incrementan la expresión de 

moléculas clase 1 y 11 del complejo principal de hlstocompetlbllldad que facllltan el 

reconocimiento de antlgenos virales, por activación de células NK y macrófagos 

que tienen la capacidad de destruir células Infectadas por virus e Inhibición directa 

de la repllcaclón viral (Roltt, 1993). El lnterferón-y con macrófagos murin,os tiene 

una Importante ectMdad fungicida con H.capsulatum (Dlamond, 1989). 
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1.5 Mecanismos especlflcos 

la respuesta Inmune tiene como carecterfstlcas prtnclpales ser: especlnca. tener 

memoria ser lnduclble y transferible. Esta respuesta Inmune adquirida se divide en: 

---Natural (Materna) 

PASIVA 

~ ---Artlflclal (Terapia sérlca) 

RESPUESTAINMU~ 

Natural (Poslnfecclón) 

~ 
ACTIVA --- Artlflclal (Inmunización) 

Flg. 1.5.4 Descripción de la respuesta Inmune adquirida. 
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Esta respuesta Inmunitaria tradicionalmente se ha dividido en respuesta humoral y 

celular. Las células centrales de la respuesta adquirida se dividen en dos 

categorías los llnfocltos T, B y macrófagos. 

Los Unfocltos TH tienen diversas ectMdades: algunos estén Involucrados en la 

diferenciación de las células B, los Hnfocltos TJ-'2 consecuentemente en la 

producción de anticuerpos. Otro grupo de linfocitos TH Interactúan con las células 

fagocftlcas para ayudar a destruir al microorganismo Invasor TH1 y otros q~e 

reconocen a las células Infectadas para destruirlas (linfocitos T cltotó>dcos). 

Los linfocitos B enfrentan al microorganismo Invasor por medio de la producción de 

anticuerpos, Jos cuales reconocen af microorganismo Invasor de forma especifica 

(Ortlz, 1997). 

Los macrófagos tienen la función de presentar el determinante antlgénlco a los 

llnfocltos TH para activar la respuesta Inmune, Iniciándose Ja cascada de cltoclnas 

que son las comunicadoras entre las células UnfocltarJas para establecer la 

producción de los efectores humorales y celulares, ademés de participar en la 

fagocitosis. 
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1.6 Células Protagonistas 

1.6.1 Las células que tienen un papel primordial en el mecanismo de defensa 

inespecffico son los leucocitos polimorfonucleares y células del sistema fagocitico 

mononuclear que están encargadas de la función fagocltica. 

Ambas estirpes se originan en médula ósea a partir de un precursor común, que pronto se 

diferencia en precursores especificas: mielobl asto que dará origen a la linea 

granulocftica (neutrófilos, basófilos y eosinófilos). y el monoblasto que más tarde originará 

el sistema fagocftico mononuclear. 

En la médula ósea, durante una etapa proliferativa que dura aproximadamente 6.5 dfas. el 

mieloblasto se diferencia en promielocito y después en mieloclto. 

Durante la etapa de maduración (1 a 7.5 días), el mieloblasto se diferencia en 

metamielocito, después en polimorfonuclear maduro segmentado. 

Durante la maduración granulocltica hay un cambio progresivo del núcleo. Los nucléolos 

desaparecen, la cromatina se condensa y la masa nuclear antes redondeada, empieza a 

mostrar muescas y por último se segmenta. Estos cambios nucleares se acompañan de 

modificaciones citoplasmáticas bien definidas 

Mieloblasto 

Su tamar"'lo oscila de 15 a 20 µm de diámetro y tiene una proporción núcleo citoplasma 

alta. Por Jo general el núcleo es redondo u oval, contiene cromatina delicada, afiligranada, 

teflido de modo uniforme. Hay de 3 a 5 nucléolos grandes muy desarrollados. En la 

membrana nuClear lisa no se observa condensación de cromatina. La cantidad de 

citoplasma de pequetia a moderada, es agranulada (Mckenzie, 1991 ). 
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Promielocito 

Los gránulos primarios tienen una membrana fosfollpidica que se tiñe con un colorante 

lfpofilo sudán negro B. Mediante técnicas citoquimicas puede demostrarse que los 

gránulos contienen enzimas y otras sustancias, fosfatasa ácida, mieloperoxidasa, 

hidrolasas ácidas, lisozima, mucopolisacáridos sulfatados y otras proteínas básicas. El 

tamaf"lo del promielocito oscila de 15 a 21 µm dependiendo de la etapa del ciclo mitótico 

de la célula. 

Mielocito 

Los gránulos secundarios astan también circundados por una membrana fosfolipidica que 

se tiñe con negro de sudán B. Se observan gránulos azurófilos grandes pero su síntesis 

ha cesado. Estos gránulos secundarios contienen fosfatasa alcalina y lisozima pero no 

fosfatasa écida ni peroxidasa. En los gránulos secundarios se han identificado otras 

enzimas como aminopeptidasa, colagenasa y protefnas básicas. El núcleo disminuye de 

tamaño, en el mielocito joven pueden observarse nucléolos pero comúnmente no existen. 

El nucléolo es redondo u oval y con frecuencia excéntrico en las etapas tardías del 

mielocito, el núcleo puede mostrarse aplanado en un lado, contiguo al núcleo, se aprecia 

una zona clara que corresponde al aparato de Golgi, la prOporción núcleo-

citoplasma ha disminuido. Esta es la última etapa en que hay divisiór:1 mitótica. 

Metamielocito 

Son menores que los mielocitos de 1 O a 15 um de diámetro pero su característica 

diferencial més visible es la depresión del núcleo que Je da un aspecto de frijol. Los 

nucléolos no son visibles. 
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Granulocito en banda 

El mielocito se transforma en granulocilo en banda (forma de haba), la cromatina muestra 

cambios degenerativos. La célula es algo menor 9 a 15 llm que el mielocito. El ciloplasma 

es rosáceo como en la etapa anterior, esta es la primera etapa de diferenciación que 

puede verse normal en sangre periférica. 

Neutrófilo polimoñ~nuclear 

Se reconoce por un núcleo segmentado con dos o más lóbulos conectados por un 

filamento nuclear delgado. La mayor parte de los neutrófilos tienen de dos a cuatro 

lóbulos nucleares. El citoplasma del polimorfonuclear (PMN) contiene numerosos 

gránulos secundarios, puede haber grénulos primarios pero su escasez y la pérdida de 

sus cualidades de tinción hacen dificil su identificación . 

1.6.2 Función 

Los neutr6filos deben salir de la sangre para defender a los tejidos contra organismos, la 

diapedesis comienza por la adherencia probablemente, el primer paso de migración 

extravascular (Yakuwa, 1989); los neutrófilos se adhieren al endotelio vascular y se 

diseminan en la superficie del mismo. A la adherencia siguen agregándose neutrófllos y 

después atraviesé n por diapedesis, el endotelio por las uniones de las células. Al 

movimiento a través del tejido, el neutrófilo es ayudad~ por sustancias como la 

colagenasa secretada de gránulos especfficos de los neutrófilos al fusionarse con la 

membrana de los pseudópodos. Los neutrófilos pueden pasar a través de los tejidos o 

ser atrafdos a áreas especfflcas por estimules ouimiotácticos. 

Se ha demostr~do recientemente que los PMN poseen dos mecanismos para aumentar la 

ingestión mediada por tg G. Uno de los mecanismos empleados, es por exposición de tos 

PMN al Factor Estimulador de Colonias y estéres de forbol ¡n vltro •. El mecanismo es 
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mediante receptores de PMN que reconocen la secuencia Arg-Gly-Asp (Brown.1991; 

Richardson, Brownlie,Shankland, 1992). 

En la supeñicie externa de neutrófitos humanos, se localizan componentes del sistema de 

la fase de contacto H-cininógeno, precalicreina, factor XI y factor XII. (Henderson, 

Figueroa, Muller, 1994). 

Además de sus funciones principales de Fagocitosis y destrucción de 

microorganismos.Estimulan la coagulación al secretar una sustancia que activa al primer 

factor de contacto de la coagulación y convierte también el cininógeno en cinina, las 

cininas causan vasodilitación e incrementan la permeabilidad vascular. Las cininas 

quimiotácticas atraen a los neutrófilos a los sitios de inflamación. Al principio los 

neutrófilos activan la producción de cininas pero conforme las células se· acumulan y 

degradan a las propias cininas (Henderson, Figueroa, Muller, 1994). 

La función de los neutrófilos es también estimulada por la persencia de citocinas que 

aumentan o regulan su actividad microbicidad (Diamond, 1989). 

El Factor de Necrosis Tumoral producido por macrófagos incrementa la adherencia de 

neutrófilos al endotelio ':'ascular, mejora la fagocitosis y la desgranulaclón; libera 

metabolitos dependientes de oxígeno (Lantz, 1993). 

Cuando los neutrófilos ya son viejos o sufren apoptosis pueden ser fagocitados por 

macrófagos (Sevill,Henson, 1989). 

Durante la infección los PMN tiene una respuesta quimiotáctica, fagocltica y oxldativa 

Incrementada durante una estimulación in vitre (Bass, Oibrantz, Szjeda, 1986). 
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Eosinófilo 

Los eosinófilos se distinguen por la afinidad de sus gránulos a Unciones ácidas, estan en 

pequeña proporción (1 a 5 o/o) en sangre periférica y prevalecen en tejido. Experimentan 

una maduración morfológica semejante a la de los neutrófilos e incluso es probable que 

tengan un precursor en común con basófilos. Hay factores que promueven su 

proliferación y diferenciación. ejem: factor estimulador de colonias, interleucina 5 y 

factores eosinopoieticos. También muestran una respuesta quimiotáctica a esa, y a 

factores producidos por células T (Gordon, 1991 ). 

La fagocitosis de eosinófilos es pobre, pero degranulan rápidamente en presencia de 

factores quimiotácticos cuando se unen a los receptores de membrana para lg G e lg E. 

Forman fagolisosomas con actividad proteolltica. En los eosinófilos hay activación 

del mecanismo oxidatlvo con generación de peróxido de hidrógeno y 

probablemente superóxido. (Gordon, 1991 ). 

En eosinófilos hay una enzima como la mieloperoxidasa en neutrófilos, esta enzima es la 

eosinofiloperoxidasa que interactúa con el péroxido de hidrógeno, loduros y cloruros para 

lisar algunos organismos como Trichinella.Aunque la prihcipal fuente de actividad lftlca 

son las proteínas catiónicas que se encuentran contenidas en gránulos que se liberan 

durante la degranulación y son tóxicas para parásitos. Estos gránulos además contienen 

aril sulfatase y fosfatasa ácida y no contienen fisozima. 

Los eoslnófilos producen grandes cantidades del factor actlvador de plaquetas, 

leucotrienos, ejem: L TB4, L TC4 y prostaglandina E2. Su función principal es la actividad 

proinf1arnatoria .anti-inf1amatoria. y actividad antipárasitaria(Gordon, 1991). 
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1.6.3 Sistema fagocitico mononuclear 

Las células del sistema fagocitico mononuclear incluyen promonocitos, monocilos 

circulantes y macrófagos. La linea celular se origina en médula ósea como célula 

progenitora para los granulocitos y monocitos-macrófagos. El tiempo de maduración en 

médula ósea desde el primer precursor monocltico a monocito maduro es de seis dlas, su 

vida media es de aproximadamente tres días en humanos y cerca de 18 hrs en ratones 

(Johnston, 1988). 

Monoblasto 

El núcleo es ovoide o ..-edondo, pero puede estar plegado.la cromatina nuclear azul claro 

o purpúrea esta dispersa (afiligranada) y se observan con facilidad varios nucleólos. Las 

hormonas glicoproteicas participan en la diferenciación del monoblasto a promonocito. 

Promonocito 

Le célula mide de 14 a 18 µm de diámetro con abundante citoplasma azul grisáceo puede 

mostrar gránulos azurófilos finos, con mucha frecuencia, el núcleo es irregular y con una 

depresión profunda y una malla fina de cromatina. Los filamentos de la cromatina son 

más gruesos que los monoblastos. 

Monocito maduro 

Su tamaño oscila de 12 a 30 µm de diámetro con un promedio de 18 um, siendo las 

células de mayor tamai'\o en sa1,gre periférica. El citoplasma azul grisáceo esta saturado 

de gránulos finos rodeados de membrana arenisca dispersa de manera uniforme. Tiene 

dos tipos de gránulos. que contienen peroxidasa, fosfatasa ácida y arilsulfat~sa lo que 

hace pensar que sus lisosomas son semejantes al de los neutr6filos; otro tipo de gránulos 

no contienen fosfatasa alcalina, son heterogéneos en densidad celular, tamaño, 
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morfotogia y antigenos de superficie. su migración es al azar cuando no existe 

inflamación. 

Función Monocitos 

Los monocitos circulantes atraviesan el tejido en respuesta a un estimulo fisiológico y 

patológico. Sus funciones son : 

-Células presentadoras de antígeno y células efectoras. 

-Además de tener receptores para : Factor estimulador de colonias para macrófagos, 

Factor estimulador de colonias para macrófagos-granulocltos y para lnterleuclna-2 

(Espinoza,Bosco,Musso, 1995). 

-En ratones y humanos los monocitos /macrófagos tienen receptores para menesa y 

fucosa • además de tener receptores para C04, células productoras de IL-1 y IL-B 

(Roitt, 1993). 

La diferenciación de monocito a mecrófago esta asociado a alteraciones en la expresión 

de moléculas de clase 11 HLA-DR (Novellino,Trejo, 1991) ademés de una reducción en la 

capaciadad de generar productos dependientes de oxígeno (Abramnson.Gallini, 1990). 

Macrófagos 

La transición de monocno a macrófago se caracteriza por un crecimiento celular 

progresivo, conforme madura el macrófago pierde peroxidasa pero recupera lisosomas y 

mitocondrias. El núcleo recupera su forma redonda y los nucleólos pueden visualizarse. 

Estas células Í'naduran en tejido y en condiciones normales no regresan a sangre, pero en 

éreas de inflamación algunos pueden pasar a la linfa, liegando por último a la sangre 

(Mckenzie, 1991 ). La activación del macrófago se da durante la infección por medio de 
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linfocinas; los macrófagos activados muestran un incremento en la capacidad de 

adherencia, incrementa la formación de pseudópodos, e incrementa el número de 

vesículas activadas. Su función principal es atravesar la pared endotelial de los vasos 

sanguíneos y migrar al sitio donde se encuentra el microorganismo invasivo 

{Johnston, 1966). 

tabla 1.6.3 Principales funcioñes de fagocitos mononucleares 

Funciones principales de los fagocitos mononucleares activados: 

- Actividad microbicida aumentada 
- Actividad tumoricida aumentada 
- Aumento de fagocitosis 
- Aumento de quimiotaxis 
- Aumento de pinocitosis 
- Aumento del transporte de glucosa 
- Aumento de la presentación del antroeno 

{Johnston, 1966) 

Otra función importante del macrófago es su capacidad para quitar células dañadas y 

células viejas sin liberar el contenido histotóxico, como neutrófilos viejos o que sufrieron 

apoptosis (Savill,Henson, 1989). 

Se cree que esta interacción celular es por reconocimiento de carga y el pH que tiene el 

sitio de inflamación {Jonhslon, 1968). 

También pueden presentar moléculas de clase 11 del MHC en la supeñicie por efecto de la 

interleucina 4 {Abramson, Gallini, 1990). 



tabla 1.6.4 Tejidos donde maduran los monocitos y macrotagos 

Hígado 
Pulmón 
Cavidades seroso 
Hueso 

Cerebro 
Bazo 
Piel 

Nódulos linfáticos 
Pared intestinal 
Leche materna 
Placenta 
Riñón 

Células de Kupffer 
Macrófagos alveolares 
Macrófagos pleurales y peritoneales 
Osteoclastos 

Células de la microglia 
Macrófagos 
Celulas de Langerhans y células de 
Grandstein 
Macrófagos de los nódulos 
Macrófagos de la pared intestinal 
Macrófagos de la leche 
Macrófagos placentarios 
Células del Mesaaio 

(Johnston, 1988) 

Anormalidades en la función de los monocitos-macrófagos 

Está disminuida en los recién nacidos, en pacientes que se les administra corticosteroides 

y con terapia inmunosupresora, pacientes con diabetes mellitus, calcinados o pacientes 

con SIDA. 

Hay una citotoxicidad defectuosa de los monocitos en pacie.ntes con cáncer 

y pacientes con el síndrome de Wiskott-Aldrich y Enfermedad Granulomatosa Crónica 

(Johnston, 1988). 
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1.7 Fagocitosis 

1. 7.1 Opsonlzaclón 

En este proceso se presenta de manera favorab1e el microorganismo invasor para 

que sea Ingerido més fácilmente por el fagocito. Participan factores sérlcos 

denominados opsonlnas. estas opsonlnas son de diferente naturaleza. Las 

opsonlnas Incluyen anticuerpos (fundamentalmente lgG). componentes del 

complemento y proteln2s de fase ogud~ Flg.1.6.6 (St.:::-ssel. 1974~. 

Tabla 1.7 .5 Opsonlnas que participan en la fagocitosis 

lg G1 e lg G3 

C3b y C3bl 

Alfa-1-globulina 

(Saba,1975) 

1. 7 .2 Oulmlotaxls 

Atfa-2-globulina 

Protelna e-reactiva y las colectinas 

lg M de ratón 

Es la migración de los fagocitos profesionales al sitio de Inflamación o hacia el 

microorganismo Invasor. Esta migración es estimulada por los llamados factores 

qulmtotáctlcos. producidos durante et proceso Inflamatorio por la células 

lnvolucradas.(Stossel. 1974) 
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Los agentes qulmlotéctlcos Incluyen fragmentos de protelnas que participan en el 

sistema de complemento. factores derivados del sistema de clnlnas. sistema 

flbrlnollllco y otros productos derivados de leucocitos y plaquetas. Algunos 

productos bacterianos son factores qulmlotéctlcos, como el LPS (Roltl,1993). Los 

mediadores son responsables de la movilización del leucocito, la motilidad del 

· • fagocito hacia la célula blanco que es regulada por los receptores de membrana 

plasmática. eventos metahóHcos y JA reorganlzaclón del cltoesqueteto; hay una 

elevación de calcio libre Intracelular cuando se da la adherencia de neutrófllos. 

(Petersen, Wllllams, Halle!, 1993). 

1.7.3 Adherencia 

El proceso que sigue a la opsonlzaclón es la adherencia del fagocito a las células 

opsonlZadas. El movimiento de los fagocitos se debe a la Interacción de los 

mlcrotúbulos con la membrana que controla el movimiento y la distribución de las 

protelnas de transporte de la membrana. los receptores de superficie celular y las 

Interacciones membrana-membrana o membrana-sustr.ato en la adherencia 

( Davldshon, 1988). 

Antibióticos como la cefoxltlna (cefalosporlna) actúa en el leucocito sobre los 

diferentes receptores gllcoprotelcos en la superflcle de la membrana celular como: 

Mac-1, LFA-1, p150-95, que se sabe que son mediadores en el mecanismo de 

adherencia (Rodrlguez, Barriga, 1993). 
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1.7 .4 Endocllosls 

Es el evento en el cual el fagocito envuelve al agente extrano dando origen a un 

fagosoma. éste se fusiona con los llsosomas para que tengan contacto con la 

partfcula fagocitada dándose el fagollsosoma. En fa tabla 1. 7.6 se puede observar 

receptores en macrafagos que estén Involucradas en la endocltosls. 

La gllcollsls provee energra para el envolvimiento, el cambio conflguraclonal en la 

protefna de poJJmertzaclón de la actlna dentro e!-:. los filamenlo3, formaclé.a de 

pseudópodos los cuales rodean la vacuofa fagocftlca. El pH cambia después de la 

Ingestión del microorganismo, el fagosoma empieza a acidificarse. Este medio 

écldo puede ser bactericida para algunos microorganismos (pneumococo), pero 

también es Importante para la muerte Intracelular por el sistema de peróxido de 

hidrógeno. 

Una vez endocltados los microorganismos se encuentran con enzimas hldrolltlcas 

de los llsosomas o gránulos cltoplasmétlcos. Los gránulos primarios o azurófllos 

conocidos asf por que son los primeros en aparecer en la fase de maduración de 

Jos neutrófllos y los gránulos secundarlos o especlflcos y· estos gránulos van a ser 

liberados cuando los neutróflfos estén activados (Stossel, 1974 ). 

Los complejos Inmunes circulantes podrlan Interferir con Ja población endocltlca de 

los fagocitos circulantes por bloqueo de receptores o por saturación de células; no 

esta claro el efecto que la deficiencia endocltlca pudiera tener en patologfas como 

el lupus erfte~atoso (Rojas, Domlnguez, 1991 ). 
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Tabla1 .7 .6 Receptores membranales en macrófagos Involucrados en la Endocltosls 

Receptores para Fe .. 
a. FcRI (para lg G gamma 2a) • 
b. FcRll (para lg G gamma 1 y gamma 2b) 
c. FcRlll <cara la G aamma 3) 

Receptores para componentes de Complemento 

a. CR1 (para C3b) 
b. CR3 (para C3bll 
Receptores para Azúcaree 

a. Gllcoprotelnas con residuos terminales de 
manosa, fucosa, N-acetilglucosamlna, y otros de 
orlaen microbiano CAdams. Hamllton 1984). 

• Receptores en ratón 



1. 7.5 Digestión y Muerte Intracelular 

En el fagollsosoma va a haber procesos bloqulmlcos que tienen como fin la 

destrucción del agente extrano mediante diversos mecanismos. Los mecanismos 

que se presentan dentro del fagollsosoma son de tipo oxldatlvo y no oxldatlvo: 

Mecanismos Oxldattvos 

Mleloperoxldasa 

Independientes de Mleloperoxldasa 

Radicales O~ 

Slngulete 0 2-

0xldo nltrlco NO 

Durante la acttvaclón de Jos mecanismos oxldattvos hay aumento de: 

a) consumo de oxigeno 

b} consumo de glucosa 

c) ectMdad del ciclo de les pentosas 

d) producción de peróxidos (Klebano!T,Rosen, 1979) 

Las bases bloqulmlces del estallido respiratorio son por la activación de .la enzima 

NADPH oxidase que cata liza la reducción de un electrón del O, - a expensas del 

NADPH. 

20, NADPH ~ 
NADPH 
oxidasa 

20,- + NADP + 
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El peróxido es producido por la reacción del 0 2- que dlsmuta con otra molécula de 

02- y es oxidado: 

o,- + 02 + 2H + 02 

La oxidación de la glucosa es por la vla Hexosa Monofosfato. 

El Incremento de NADPH durante el estallido respiratorio es por la acción de: 

(a) La formación de 02-

(b) Por el sistema dependiente de glutatlón que usa NAOPH para destoxmcar al 

H2~ que se oxida para fonnar agua. 

2GSH + H:Oz ~ GSSG + 
glutallón peroxldesa 

GSSG + NAOPH 2GSH + NAOP 
glutalión reductasa 

NADPH + NADP + (Bablor, 1984): 
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Cada glucosa es metabollZada por la vla HMP que reduce dos moléculas de NADP 

a NAOPH que permite formar los agentes reductores necesarios para continuar el 

estallido respiratorio: 

Glucosa -6-P + NADP 6-Fosfogluconato 
glucosa-6-P deshldrogenasa 

6-fosfogluconato + NAOP ~ Ribulosa-5-P + CO, + NAOPH 
6-fosfogluconato deshldrogenasa 

(Bablor, 1984; Oule, 1980), 

Función de le Mleloperoxldasa 

La producción de el halógeno oxidado empieza a ser catallzado por la 

Mleloperoxldasa que es generada durante el estallido respiratorio: 

cr + HOCI + HzO (11) 
mleloperoxldasa 

Durante este proceso se activa la oxidasa que catallza la reacción general: 

02 + XHz ~ X + 
oxidas a 
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Esta reacción explica el aumento de la producción de oxigeno y produccl6n de 

peróxido de hidrógeno. al Igual que otras vlas como la hexosa monofosfato. 

La oxldasa que reduce al oxigeno hasta el anión superóxldo, por la ayuda de la 

Superó><ldo Dlsmutasa (SPD). se reduce hasta peró><ldo de hidrógeno o puede 

reaccionar con peróxido ya formado dando radicales hldroxllo, los cuales son 

altamente reactivas. 

XH2 + 02 o,- + H+ 
oxidasa 

+ soo 

H + 02 ~ 01-1 + H 2 0 + 

La enzima mleloperoxldasa (MPO) junto con el haluro, por medio de la hidrólisis del 

peróxido incrementan su capacidad de atacar componentes cruciales de la 

replicación bacteriana. (Olue, 1980). 

Esta activación puede provocar la iodlnación de la pared celular microbiana, la 

producción de aldEthldos bactericidas o el rompimiento oxldatlvo de enlaces 

peptldlcos en las protelnas bacterianas (Olue, 1980). 
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Mecanismos no oxldatlvos 

Tabla 1. 7. 7 Mecanismos no oxldatlvos 

Usozima 
Lactoferrina 
Protelnas Caliónicas 
Producción de NO 
(Kolb, 1992) 

Potencial de memtr::.na 

El potencia! de membrana de las células fagocltlcas muestra cambios cuando las 

células estan expuestas a compuestos o partlculas ext.racelulares. Estos cambios 

de potencia! transmembranal se dice que es la cascada bloqulmlca para producir la 

qulmlotaxls, fagocitosis y activación metabólica. (Bjerkness, Sjursen, 1989). 
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1.8 Alteraciones de la Fagocitosis 

Los prlnclpales desórdenes del mecanismo de defensa se deben principalmente a 

defectos en la linea celular y defectos opsónlcos (Bjerkness, Bassoe, Sjorsen, 

1989). 

La Enfermedad Granulomatosa Crónica, caracterizada porque los leucocltos no son 

capaces de generar los productos oxldatlvos (Dlamond, 1989). Esta anormalidad se 

asocia a un error del metabolismo y disminuye la actividad NA.DPH oxldasa 

(Baehner, Nathan, 1968): 

La fagocitosis se ve debllltada en las leucemlas monocltlcas, lupus eritematoso y 

deficiencia del complejo CD11-CD18 el cual es un complejo de gllcoprotelnas de 

adherencia a la membrana (Jonhston, 1988), Slndrome Rothmund-Thomson, 

asociado a neutropenla y baja respuesta qulmlotéctlca, Slndrome de Job, Slndrome 

de Chedlak-Hlgashl y Leucemia aguda. (Ross, Rosenthal, 1987) 

En algunas micosis como la aspergllosls, la fagocitosis puede estar 

dlsmlnulda.(Dlamond, 1993) 
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1. 9 Técnicas para evaluar la Fagocitosis 

Cede ensayo llene ventajas y llmltaclones, y el mejor es de acuerdo e los fines 

particulares que persiga el Investigador. 

Reducción del Nitro Azul de Tetrazollo. 

Baehner y Naté:n observaron que los neutrófilos reducen el colorante cuando se 

daba el proceso de fagocitosis. Estas observaciones dieron como resultado el 

desarrollo de pruebas cuantltatlvas y cualltatlvas para la reducción del Nft.T. Las 

pruebas de reducción del NAT fueron Introducidas en 1968 en el érea de medicina 

cllnlca. Su principio es, el colorante entra al neutrófJlo pasa a través de la 

membrana externa, y la fagocitosis promueve la reducción del colorante por un 

Incremento de la permeabllldad de la célula resultado del metabolismo celular 

(Sega!, 1974). 

Fundamento.- Las reacciones redox que ocurren en los PMN que estan 

fagocitando, como resultado de la activación de la membrana por un 

microorganismo que ha sido opsonlzado, esta activación de la reacciones redox es 

por la activación de la enzima oxidase que Incrementa el consumo de oxigeno por 

medio de nucleó!ldos de plrlmldlnas, NADH y NADPH. (Baehner, 1979). 

Le oxidase catallsa la reacción entre NADH formado en !a vla gllcoll!lca anaerobia y 

NADPH formado por la vla hexosa monofosfato . 

La reducción del NAT es mediada por el slngulete de oxigeno, el cual a su vez 

dependen exclusivamente de un sistema dependiente de oxigeno (Baehner, 1979). 
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El NAT es una sel hldrosoluble de color amerlllo en forma oxidada. Le sal de 

tetrazollo puede utlllzerse cuentl y cuelltatlvamente, el colorante reducido se puede 

medir en un espectrofótometro después de su extracción con plrldlna, y si la prueba 

es cualltatlva se observa con un microscopio simple (Segal,1974). 

El desarrollo del color azul en leucocitos se debe a la combinación de NADH. el 

NAT oxidado y NADH oxidase para producir formaztm (Baehner, Nathan, 1968). 
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lodlnacl6n 

La técnica de lodlnaclón cuantitativa del leucoclto valora la 'fagocitosis después de 

la Ingestión. La prueba se basa en la conversión de yodo Inorgánico a ácido 

trlyodoacétlco preclpltable después de la fagocitosis. El grado de lodlnacl6n de los 

leucocitos que fagocitan se correlaciona con el grado de actividad microbicida de la 

célula (Plncus, Seymour, Klebanoff, 1971 ). 

Espectrofotometrla 

Stossel en 1973 propone su metodologla para evaluar la fagocitosis. él separa 

flslcamente las células que Ingieren partlculas y células que no Ingieren partlculas, 

las partlculas empleadas fueron gotas de aceite con agentes emulslflcantes, la 

cuantificación de aceite libre, se reanza por medio de un tinte llpoflllco y se realiza 

por espectrof6tometrla (Rosen, Chalt, 1991 ). 

Hay métodos de fagocitosis que son especlflcos ya que es un ensayo para un tipo 

de partlcula, en este caso para eritrocitos. Esta prueba de fagocitosis la proponen 

los autores para que sea una alternativa a realtzarse .en pacientes con anemia 

hemol1tlca autolnmune y la enfermedad ABO del recién nacido. 

La técnica de cuantificación de fagocitosis de eritrocitos esté basada en la 

oxidación especifica del 2.7-dlamonofluoreno por la actividad de la 

pseudoperoxtdasa de la hemoglobina resultando la generación del azul nuoreno con 

una absorcló_n de luz al espectro diferente al primer compuesto, su longitud de onda 

esté entre 500 y 690 nm (Gebran, Romano, Pons, 1992). 
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Naranja de Acrldlna 

La tlnc;Jón fluorocromo de naranja de acrldlna Involucra células adheridas al vidrio. 

permite una evolución simplificada de los diversos aspectos de la fagocitosis de 

microorganismos en una sola prueba. La Unción con naranja de acrldlna permite 

observar la vlabllldad de la célula durante el curso del ensayo, el número de 

bacterias Ingeridas y la destrucción de microorganismos. Esta prueba es útil para 

evaluar alteraclonPs lntrlnsecas y extrlnsecas de la función fagocltlca y microbicida 

de los neutró111os (Belllnatl, Melkl, Colleto, et al, 1989). 

Qulmlolumlnlscencla 

Utlllza la liberación de energla que se da durante el estallamlento oxldallvo. La 

qulmlolumlnlscencla se mide usando un fotomulllpllcador en un equipo de centelleo 

estándar, como la cantidad de centelleo producida durante la fagocitosis será 

dependiente de la cantidad y/o el tipo de partlcula Ingerida y esto resulta de la 

Interacción entre agentes oXldantes y partlculas Ingeridas por tanto la respuesta 

esté relacionada con la muerte microbiana (Qule, 1980). 

Fluorescencla 

Se ha ullllzado para medir la producción de H 2"2 por medio de la 2', r, 

dlclorofluorescefna la cual difunde dentro de la célula. donde las grupos acetato san 

hldrollzados P_Or las esterasas Intracelulares formando DCHF (dlcloro11uorescelna) 

que no es nuorescente. es polar y empieza a migrar dentro de la célula. Cuando se 
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expone al peróxido, se oxida a un producto altamente fluorescente, el 

2·,7",dlclorofluorescelna (OCF) (Bass, Olbrantz, Szjeda, 1986). 

Marcadores radioactivos 

Un gran número de métodos de los existentes para valorar fagocitosis utilizan 

marcadores radioactivos como Urldlna 3 [HJ y Cromo 51 [Cr] (1985). Como las 

pruebas que existen para medir la capacidad de adherencia de los neutrófJlos que 

evalúa el papel primario de Jos neutrófllos en la Inflamación y la patogenlcldad de 

enfermedades donde los neutrófilos tienen un papel Importante (Yakuwa,lnque. 

Watanabe, 1989). 

Cltometrla de flujo 

También se han realizado ensayos que utlllzan cltometrla de rayos laser que 

permiten Ja Identificación de células, además podemos conocer el número de 

levaduras Ingeridas y porcentaje de levaduras muertas después de la fagocitosis. 

La muestra es llevada a un flujo de luz en una cámara, el f)ujo hldrodlnámlcamente 

orienta a Ja célula al centro del torrente de luz, la concentración de fas células y el 

rango del flujo son ajustados para dar un flujo secuencial de células suficientemente 

espaciadas. El rango del flujo permite medir 1000 células por segundo. En la reglón 

de senslbUJdad el rayo Jaser cruza las células después de ser originado de un Jaser 

de Argón donde ra luz de excitación puede variar entre las longitudes de onda 

especificas. Como el enfoque del rayo la ser se da en cada 
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célula. la luz es dispersada, absorbida o emitida como fluorescencia entonces una 

fracción de luz emitida es colectada por varios lentes ópticos y son transmitidos a 

través de filtros por fotomultlpllcadores. Los fotomultlpllcadores miden la Intensidad 

de la luz y la transforman en signos ópticos dentro de pulsos eléctricas, los cuales 

son amplificados, procesados y se presentan en forma de frecuencia dimensional 

(histogramas). 

El método es eficiente y permite valorar un número grande de muestras con alto 

grado de precisión evitando as! el trabajo labor!osos de la observación el 

microscopio (Buschmann, Wlnter, 1989; Bjerkness, Bassoe, Sjursen, 1989). 

Capas bacterianas 

Es un método senclllo, observacional por medio de capas bacterianas en placas, en 

donde se agregan las células fagocltlcas, que después se tlílen con Glemse y se 

observan placas blancas en lo sitios donde se dio la fagocitosis. El método no 

necesita un manejo aséptico. ni equipo especial y es répldo (Sekl, Mural, Sakurada, 

1989). 
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1.10 lnhibidores de la Fa9~citos!!! 

Hay microorganismos que pueden evadir la fagocitosis como consecuencia de una 

interacción de algunas de sus estructuras con los fagocitos, por ejemplo: cápsulas 

bacterianas. proteína A de Staphylococus, proteína M de la fimbria de Streptococus. 

Además de Mycoplasma y Neisseria ganorrheae que ataca a los PMN (Bjerkness. 

Bassoe, Sjursen, 1989). 
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1.11 Fagocitosis de Candida albicans 

La diseminación de la candidiasis se da de un 11 a un 27 % en pacientes con 

leucemias agudas o pacientes con transplante de médula ósea, provocando un 95º/o 

de mortalidad en estos pacientes (Greenfield, 1992). Las infecciones de Candida 

también se encuentra7"'! en pacientes hospitalizados y pacientes 

inmunocomprometidos. La incidencia de infección parece haberse incrementado en 

las últimas dos decádas y que incluso puede ser un riesgo para individuos 

sanos(Thompson, Witton, 1992). 

Calderone y Braun dicen que hay tres categorías de interacciones del hospedero y 

Gandida. La primera categoría involucra la interacción de receptores de 

complemento CR3 con arginina - glicina ácido aspártico. La segunda involucra 

proteínas de la superficie de Candida probablemente manoproteinas que interactúan 

con lactinas y azúcares de la membrana celular de la céliJla fagocitica. La tercera 

categoria involucra las mananas de Gandida con receptores aún no identificados en 

las células del hospedero (Greenfield 1992). 
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tabla 1.11.B Mecanimos de defensa que no permiten la proliferación de Gandida 

Mecanimos de defensa que no permiten la proliferación de Candida 

1. Barreras físicas: piel, mucosas, supeñicies epiteliales y algunos factores del 
tracto respiratorio. 
2. Flora bacteriana y acidez gástrica. 
3. Complemento. 
4. Fagocitosis. 
5. Células asesinas naturales. 
6. Inmunidad celular cor linfocitos T 

(Greenfield, 1992). 

1.11.1 Factores que predisponen a diversas micosis 

1.-Tamaño de las formas fúngicas, por ejemplo: levaduras de 2 J..Lm para las formas 

filamentosas de Coccidiodes immitis y sus esférulas a veces de un diámetro 

mayor de 100 µ m. 

2.-Diversos sitios antigénicos, por ejemplo:Los hongos dimórficos causan micosis 

endémicas por inhalación de esporas y dentro del hospedero exhibe nuevos sitios 

antigénicos. Ejemplo levaduras para Histoplasma c::aosulatum, Blastomyces 

dermatitidis, Paraccidioides brasiliensis,y esférulas de Coccidioides immitis. Hongos 

monomóñicos. La aspergillosis es iniciada por la inhalación de restos de conidias y 

en tejido las conidias exponen diferentes sitios antigénicos para después germinar a 

hifa. Las fases de crecimiento son diferentes en el hospedero 

3.-Amplia variación de productos fúngicos: toxinas, exoenzimas y péptidos 

(Diamond, 1989). 
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1.11.2 Quimiotaxis 

Los fagocitos son atraídos por las células fúngicas al sitio de reconocimiento, el 

hospedero produce factores quimiotácticos (ejem. esa. generado por la activación 

de complemento por presencia de antígenos fúngicos, L TB4 e interleucina 8) son los 

mediadores predominantes de Ja mobilización de leucocitos. La movilidad del 

fagocito es regulada por la respuesta interactiva de los receptore!l de membrana 

plasmática, eventos metabólicos y reorganización del citoesqueleto (Diamond, 1993). 

1. 11. 3 Opsonización 

Los componentes de complemento generados por la ínteracción fúngica con factores 

séricos, macrófagos y neutrófilos contribuyen a la generación de factores cpsónicos 

y quimioatrayentes para las células fagociticas. Algunas subclases de lgG pueden 

incrementar la opsonización. El ataque subsecuente a la célula blanco es mediada 

por una variedad de interacciones de los receptores de las células fagociticas con 

factores séricos o factores íntrinsecos en la supeñicie de células fúngicas 

(Diamond,1989}. Los factores opsónicos predominantes involucrados en la 

interacción con células fagociticas varían de acuerdo a las fases de crecimiento o 

diferenciación de las especies fúngicas (Diamond, 1993). 
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1. 11.4 Endocitosis 

En algunos trabajos realizados se conoce que existe un incremento en la capacidad 

de los neutrófilos para ingerir a Gandida albicans debido a un incremento en el 

número de unidades de reconocimiento en los receptores neutrófilos, el incremento 

es producido por antibióticos (Rodriguez, Barriga,1993). 

1. 11.5 Degranulación 

Sustancias como peróxido de hidrógeno, radicales hidroxilo y ácido hipocloroso y 

sustancias liberadas por neutrófilos activados que incluyen lactaferrina, lisozima, 

protefnas catiónicas con actividad proteolitica (catepsina G) y defensinas peptfdicas 

que pueden tener actividad fungistática o fungicida (Oiamond, 1989). 

Aunque especificamente para la especie de Gandida, los monocitos tienen más 

capacidad para matar pseudohifas de Gandida que los neutrófilos (Shuil,1979). 
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tabla 1. 11 . 9 

Opsor'!inas que reconocen tas células fagocfticas en las células fúngicas 

-
Tipo de receptor Fagocito Sitio de Célula fúngica 

reconocimiento patógena 
en la célula 
fúnaica 

Lactina Monocito/ Manosa/manana Gandida spp. 
macrófaao 
Monocito ll(1,4) Conidias de 
macrófago oligoglucósidos: Aspergillus spp. 

N-acetil 
alucosamina 

PMN, Glucanas Blastoconidias 
monocito/macró- de Candida 
fago albicans vivas o 

muertas. 

Secuencia de PMN. Opsoninas Gandida spp. 
RDG monocito/macr6- séricas 

fa a o 
Fe de la lgG PMN, Opsoninas lgG Candida 

monocito/macró- albicans, hitas 
fago de Aspergillus 

snn. 
C3 (CR1,CR3,o PMN, Opsoninas C3b, Blastoconidia de 
CR4) monocito/macró- iC3b, o C3d Candida spp, 

fago hifa y conidia de 
Aspergillus spp. 

D1amond, 1993. 

La presencia de opsoninas séricas o constituyentes de la pared celular de los 

hongos estimulas la adherencia y la fagocitosis de PMN, . acompañados por la 

activación del metabolismo oxidativo y la liberación de las enzimas lisosomales 

(Hilger, Oenlay, 1980). 
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tabla 1.11.10 Factores funa1cos Que modulan el mecanismo fagocftico del hospedero 

Características de las células fünoicas Efectos en la faaocitosis 
Hidrofobicidad de Candida albicans Muerte rápida de PMN 
Manosa, manana Inhibición del metabolismo oxidativo 

en PMN 
Actividad de enzimas en la superficie Acciones de elastasas, proteasas o 
celular fosfolipasas incrementan la 

destrucción de la célula hospedera 
Receptores de complemento en Inhibición del ataque úel fagocito e 
Gandida albicans ingestión de la célula fúngica 
Liberación de adenosina de C. Modula la activación metabólica de 
albicans los PMN 
Liberación de sustancias de alto peso Disminuyen la actividad 
molecular candidacida de los PMN 
Liberación de inhibidores de Disminución de la respuesta 
complemento A. fumigatus quimiotáctica y opsónica 
Unión de opsoninas a la pared celular Efecto sobre la respuesta 

candidacida 
Producción de amonio por C. albicans Forma monocloroaminas con HOCI · 

generado por PMN; y activan el 
sistema de la mieloperoxidasa por 
las altas concentraciones de H202 y 
orolonaar la resouesta candidacida 

(Dlamond 1993) 
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Tabla 1.11.11 Modulación de la actividad fagocltlca por cltoclnas y mediadores 

Mediadores Efectos sobre fagocitosis 

lnterferón "! Disminuye la Infección en pacientes con 

enfermedad granulometose crónica 

GM-CSF, TNFu., IL-la., INFy en ratones Produce Inmunidad In vivo 

Infectados con ,º-=. albicans contra C. albicans 

lnoculaclón lnt!"9Cerebral IL-1 Da protección e desaflos 

a) IL-1 lntracerebrales a ratón con 

b) G-CSF o GM-CSF 8,. fumlgatus o S.aurens 

Células fagocltlcas Incubadas con: Protege a ratones •infectados 

IL-1, IL-3, lnleñerón y con Candida a.1bicans, ].os 

TNFoc, GCSF, M-CSF y cual.es presentan neutropenia. 

GM-CSF 

(Dlemond, 1993) 



2.1 Objetivos 

Objetivo General : 

PARTE 11 

Adaptar la técnica de Reducción de Nitroazul de Tetrazolio (NAT) en portaobjetos, para la 

determinación de valores de referencia del porcentaje de fagocitosis e Indice fagocftico y 

activación del metabolismo oxidativo en individuos sanos para su posterior comparación 

en pacientes inrnunocomprometidos y politransfundidos. 

Objetivos especificas: 

Evaluar la relación entre el número de leucocitos y los siguientes parámetros: por-ciento 

de fagocitosis, indice fagocilico y metabolismo oxidativo. 

Evaluar por grupos etéreos y sexo, sus parámetros del porciento de fagocitosis, Indice 

fagocitlco y metabolismo oxidativo. 

~1anteamiento de1 prob1ema: 

Dentro de1 programa de neterminación de 1os Va1orea de Referen

cia de Fagocitosis en individuos sanos en e1 BCSMR se pretende 

estab1ecer 1os va1ores de actividad Cagocítica de cé1u1as de -

sangre periférica, estos va1orea serán de uti1idad, como refe

rencia cuando se rea1izen evaluaciones de esta actividad en 

pacientes hemoCílicos y po1itransfundidos. 
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2.2 Material y métodos 

2.2.1 Reactivos biológicos 

Mezcla de sueros 

Suspensión de levaduras ajustada a 10x109 lev/cél 

Cepa de C. albicans 

Agar Dextrosa Papa 

Carbohidratos (glucosa,maltosa,sacarosa,lactosa,galactosa). 

2.2.2 Reactivos Oufmicos 

Reactivos •Sigma, ••Merck, •••Técnica Química 

Nitro Azul de Tetrazolio• 

Medio Eagle's• 

Glucosa C6H 1206 •• 

Citrato Trisódico C6H5Na307 2H20 •• 

Acido cítrico • • 

Fosfato de potasio (monobásico) KH2P04••• 

Fosfato de potasio (dibásico) K2HP04 ••• 

Cloruro de sodio NaCI •• 

Cloruro de potasio KCI •• 

Hidróxido de sodio NaOH •• 

Safranina • 

Az.ida de sodio • 

Colorante de Wright • 



2.2.3 Ma~erial 

Todo el material de vidrio fue marca Pyrex 

Tubos de ensaye de 13x100 mm 

Pipetas serológicas 1,2.5, y 10 mi 

Pipetas pastar 

Cajas de Petri 

Pipeta para globúlos blancos 

Portaobjetos 

Asa bacteriológica 

Mechero Bunsen 

Aplicaderas de madera 

Gasas 

Porta filtros para jeringa 

Fi1tros milipor 0.22µm 

Cámara de Neubauer (Lumycite) 

Centrifuga cllnica (IEC HN 511) 

Balanza analítica (Sartorius) 

Potenciometro (Bec~man) 

Refrigerador (Reveo) 

Autoclave (Amerex INstruments inc) 

lncubador a 37ºC (Imperial 11) 

Nefe16metf"O (Behring) 
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2.2.4 Población Estudiada 

Se utilizaron 280 muestras de sangre del Banco Central de Sangre (BCS) del Centro 

Médico "La Raza". Se incluyeron muestras de individuos que previamente se 

seleccionaron para ser donadores de sangre. 

El trabajo realizado fue un estudio prospectivo, transversal, descriptivo y observacional. 

Los criterios de inclusión fueron los utilizados por la Norma Oficial Mexicana para la 

disposición de sangre humana y sus componentes con fines terapeúticos, publicada el 18 

de julio de 1994. 

Criterios de Inclusión 

-Individuos con un intervalo de edad de 1 B a 65 ai'"ios . 

-Individuos con un peso igual o mayor a los 50 kg. 

-Individuos con intervalo de tensión arterial entre 1 80 y 90 

mm Hg para la sistólica y entre 1 00 y 50 para la diastólica. 

-Con pulso que oscilara entre 50 y 100 pulsaciones por r:iinuto. 

-Con limites normales de temperatura. 

-Individuos que su intervalo de donación será de dos meses. 

-Con un valor de hemoglobina mfnimo de 13.5 g/dl en hombres y 12.5 g/dl en 

mujeres. 

-Individuos con un valor de hematocrito igual o mayor al 41ºAI en hombres y el 38% en 

mujeres. 

-Individuos con un tiempo mayor de seis meses después de su última transfusión. 
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-Individuos que no presenten estas enfermedades : 

Epilepsia 

Diabetes grave 

Enfermedades neoplásicas 

Hepatitis 

-Individuos que no tengan antecentes de : 

Pah1dismo 

Brucelosis 

Hepatitis 

Tuberculosis 

Enfermedad de Chagas 

-Individuos en los que su última intervención quirúrgica haya sido con un tiempo mayor a 

seis meses. 

-Individuos que no tengan extracción dentaria en los últimos tres dfas. 

-Aquellas personas que no 11an sido objeto de vacunación contra viruela, sarampión, 

fiebre amarilla, poliomelitis y parotiditis. Además de rube:óla y rabia. 

-Los sujetos que no tengan probabilidad por sus prácticas sexuales o por su exposición a 

condiciones de alto riesgo de adquirir infección por el virus de la inmunodeficiencia 

humana o por el virus de la hepatitis. 

-No homosexuales 

-No heterosexuales con varios compañeros sexuales 

-No ejerzan prostitución 

-No farmacodependientes que usan la via intravenosa 
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-No hemofflicos y politransfundidos 

-Individuos con pruebas serológicas negativas para anti-VIH, anti-VHC, anti-HBc, 

VDRL y anti-Brucella (Buñuel,Buñuel, 1991 ). 

Criterios de No Inclusión 

-Individuos que no cumplan con tos requisitos mencionados anteriormente para ser 

candidatos a donadores de sangre. 
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Distribución de la población 

De los 280 donadores estudiados, 51 fueron del sexo femenino (18.2º/o), y 279 del sexo 

masculino (81.8%) (tabla 1 , gráfica 1 ). 

Por edad los donadores se clasificaron desde los 18 hasta los 60 ar'\os; se distribuyeron 

de la manera siguiente: de 18 a 23 hubo 71 donadores (25.4º/o); de 24 a 29, 75 donadores 

(26.8%); de 30 a 35, 54 donadores (19.3°/o); de 36 a 41, 37 donadores (13.2°/o); de 42 a 

47, 21 donadores (7.5º/o); de 48 a 53, 14 (5.0o/o); de 54 a 60, hubo a donadores (2.9%). 

La edad pomedio de la población fue de 31 años, ver tabla 2 y gráfica 2 

"Jlb1D. 2.1 

HOMBRES 
MUJERES 

229 
51 

OISTRIBUCION POR SEXO DE DONADORES 
BCSCMNR 

e1 80% 
18.20% 

,---------------- ---------------------
Figura 2.1 

f 
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82% 229 ~SRES 

60 



13 a: 
o e ... z 
e 
e 

Tab1a 2 .. 2 

q.-.r.rooOE 
~o 

18-23 
24-29 
30-35 
36-41 
42-47 
48-53 
54-60 

'ºi 60 

50 

40 

30 

20 

10 

o 
18-23 

DISTRIBUCION POR GRUPOS DE EDAD 
ENBCSCMNR 

H0"'9"1ES HC>to!lU,E9 

60 11 21.40% 
61 14 21.80% 
43 11 15.30% 
30 7 11.00% 
16 5 5.70% 
11 3 3.90% 

• 2.80% 

MU..IE,_ES 

3.90% 
5.00% 
3.90% 
2.50% 
1.80% 
1.00% 
0.00% 

24-29 30-35 36-41 42-47 48--53 54·60 

EDAD 

0 HOMBRES 

G MUJERES J 

61 

-- -----------------------------------
Fíg .. 2 .. 2 Donadores por grupos de edad 



2.2.S Justificación de la metodología 

La metodologia que se utilizó obtiene las células fagociticas de una manera sencilla que 

permita un ensayo rápido y práctico. 

Se compararon muestras de sangre con EDTA y citrato; además de muestras de muestras 

de sangre sin anticoagulante. 

Los parámetros evaluados para realizar esta comparación fueron los siguientes: porciento 

de fagocitosis, Indice fagocítico y número de células adheridas al vidrio. 

Las mueStras de sangre se obtuvieron de donadores del Banco de Sangre del Instituto 

Nacional de Perinatologia. Los resultados fueron los siguiente: 

Muestras de sangre con anticoagulante 

Promedio de células adheridas al vidrio en 0.5 mi de sangre= 183 

Promedio del porciento de fagocitosis = 34 

Promedio del índice fagocitico = 2.0 

Muestras de sangre sin anticoagulante 

Promedio de células adheridas al vidrio= 182 

Promedio del porciento de fagocitosis= 71 

Promedio del índice fagocrtico = 1.7 

Se utilizó esta metodología que ofreció mejores resultados en los parámetros fagocítlcos 

además de que utilizaba menos tiempo y era de fácil adaptación en cualquier laboratorio 

clínico. 

Se eligió la muestra de sangre sin anticoagulante que per~itió observar mejor Jos 

parámetros fagociticos porque la sangre con anticoagulante tiene un serio problema por 
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la tendencia de los neutrófilos a acumularse, esto impide la identificación y conteo de los 

neutrófilos en forma individual. 

2.2.6 Metodología 

El NAT es una solución hidrosoluble de color amarillo claro que forma azul formazán, 

insoluble con la reducción. Se efectúa una prueba simple en la láminilla en la cuál las 

células se incuban con NAT, después las células se contratinen con safranina y se 

·examinan al microscopio, se consideran positivas las células que reducen el NAT 

(Pacheco, Shearer, 1994). 

Se empleo 1 mi de sangre por donador de los cuales se tomaron los parámetros 

siguientes: sexo, edad, número de leucocitos por mililitro. hematocrito y concentración de 

hemoglobina, los parámetros fagoclticos evaluados fueron porciento de fagocitosis, indice 

fagocltico y reducción del NAT. 
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2.2.8 Cálculo de parámetros fagocilicos: 

porciento de fagocitosis == células que fagocitan 
células totales 

índice fagocitico = levaduras ingeridas 
células que fagocitan 

porciento de reducción del NAT =células que fagocitan y reducen NAT 
células que fagocitan 
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2.2.9 Metodos estadisticos 

Para el manejo estadístico se utilizaron medidas de tendencia central y de dispersión. 

Media 
x.= ~X 

n 

Desviación estándar 

S=!Xl-Xl 
n-1 

s = rs = l.29.:29. 
n-1 

Coeficiente de Variación 

c.v. = s (100) 
X 

Regresión lineal y correlación 

El análisis de regresión es útil para averiguar la forma probable de la relación entre las 

variables y cuando se emplea este método de análisis el objetivo final por lo general es 

predecir o estimar el valor de una variable, correspondiente a un valor dado de otra 

variable. 

Correlación 

Se refiere a la medición de la intensidad de la relación entre las variables. 

r = N~XY - C~Xl <~Yl 

[N:!:.X - (:!:X)] [N:!:.Y - (:!:Y)} 

(Wayne, 1977) 
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3.1 Resultados 

Leucocitos 

El número de células blancas sólo se obtuvo de 209 donadores los cuales presentaron la 

distribución siguiente: De 3.0 - 5.0 X 108 cels/ml., la frecuencia del número de donadores 

fue de 25 (12 ºAt); de 5.1 - 7.0 X 109 cels/ml la frecuencia fue de 118 donadores (56 º/o); en 

el intervalo 7.1 - 9.0 x 108 cels/ml fue de 52 donadores (25 %) y en el intervalo 9.1 - 10 x 

10" fue de 14 donadores (6.7 %). De la distribución presentada se encontró que Ja mayor 

frecuencia se obtuvo en el segundo Intervalo de 5.1 - 7 .O x 106 cels/ml. 

El valor promedio del número de leucocitos del estudio fue de 5.1 x 109 cels/ml. De 

acuerdo al sexo el número de leucocitos, se distribuyó según se muestra en la tabla 3.1 y 

Fig. 3.1 

Hemoglobina 

De las muestras analizadas se conoce que la cantidad de hemoglobina se distribuyó de la 

manera siguiente: 11 - 13 g/dl, 2 donadores, (O. 71 º/o); 13.1 - 15, 61 donadores (21.8 °/o); 

"T5.1 -17, 169 donadores, (60.4 o/o); 17.1-18,48 donadores, (17.1 %). 

La concentración de hemoglobina en la población fue de 16 g/dl. Ver distribución de 

acuerdo al sexo en tabla 3.2 y Fig 3.2. 
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Indice Fagocitico 

El indice fagocitico de 280 muestras se distribuyeron de la manera siguiente; en el 

intervalo de 1 a 2 lev/cél, 211 donadores (75.3 º/o); 60 donadores en el intervalo de 2 a 3 

lev/cél, (21.4 %), y 3 a 4 lev/cél, 10 donadores (3.6 %) (tabla 3.5 y Flg. 3.5). 

El valor promedio de la muestra fue: IF = 1.91±0.48. 

En el indice fagocftlco de acuerdo al sexo encontramos que para hombres el valor 

promedio fue 1. 9; desviación estándar, Sx = 0.4; y un coeficiente de variación, CV = 25.6. 

Para los donadores de sexo femenino, el valor promedio fue 1.9; desviación estándar de 

0.4 y con coeficiente de variación, CV = 21. 

Reducción del Nitrito Azul de Tetrazolio 

Para el metabolismo oxidativo que se da durante la fagocitosis, se uso ta reducción del 

NAT, con la relación de levadura de color azul en células que fagocitaron y el número 

total de levaduras fagocitadas. 
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Hematocrito 

Valor de Hematocrilo, que para su facilidad de manejo se realizaron los siguientes 

intervalos: 39 - 44 º/o, 38 donadores (13.6 %), 45 - 50 º/o, 151 donadores (53.8 ºlb), 51 - 56 

º/o, 90 donadores (32.1 %), y en el último intervalo de 56 - 61 º/o, 1 donador (0.36 º/o). 

De la concentración de hematocrito, el promedio en la población fue de 48 % y la 

agrupación de los valores de hematocrito. Se pueden observar en la tabla 3.3 y Fig. 

3.3. 

Para valorar la actividad fagocítica se evalúo la ingestión por medio del porcienlo de 

fagocitosis e indice fagocftico y reducción de la sal de tetrazolio (NAT). 

Porciento de Fagocitosis 

En el porciento de fagocitosis se realizaron los intervalos siguientes encontrándose de 

esta manera: 48 - 54 °/o, 10 donadores (3.6 %); 55 - 61 º/o, 20 donadores (7.1 º/o); 62 - 68 

%, 45 donadores (16.1 %); 69 - 75 o/o, 69 donadores (24.7 %); 76 - 82 %, 71 donadores 

(25 %); 83 - 89 %, 39 donadores (13.9 %); 90 -96 %, 25 donadores (8.9 %); y de 97 - 100 

º/o, 1 donador (0.4 º/o), tabla 3.4 y Fig. 3.4 

Encontrándose en la muestra total un valOr promedio de p~rciento fagocitosis de 74.84 º.AJ. 

Y en la distribución de fagocitosis de acuerdo al sexo se obtuvo: para hombres un valor 

promedio 75 º/o, una desviación estándar Sx = 10.5, y un coeficiente de variación, CV = 

7.1. En mujeres se encontró que el porciento de fagocitosis, 74 %, desviación estándar , 

Sx = 8.4 y un coeficiente de variación, CV = 11.3. 
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Se obtuvieron los siguientes resultados: 

y = porciento de fagocitosis y = índice fagocftico 

-------·---·-----!--·--------------< 
x= edad x =edad 

r= 0.02 r= 0.07 

r= O r= O 

x ~ concentración de leucocitos x = concentración de leucocitos 

r= -o.os 

r= O 

.· .. ._ 

~ = ~~ll'logloblna x = hemoglobina 

.. 
r = -0.08 r = -0.0B 

i= 0.01 r= 0.01 

x = hematocrlto x = hematocrito 

r=-0.06 r=-0.15 

r= o r= 0.02 

x = lndice fagocruco x - porciento de fagocitosis 

r= 0.32 r= 0.32 

r= 0.1 r= 0.1 



Los 260 donadores se agruparon por bloques de edad, se obtuvo el valor promedio del 

porcentaje de fagocitosis para cada bloque, los cuales fueron semejantes. Tabla 3.6 y 

FiQ.3.6. 

De manera semejante se realizó para el indice fagocltico observar tabla 3.7 y Flg. 3.7. 
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Discusión 

Se pudo comprobar por los coeficientes de correlación que no existió reJactón de los 

parámetros fagocltlcos y las demás variables. Entonces se considera que la fagocitosis no 

tiene una relación directamente proporcionar o Inversamente proporcionar con las variables 

analizadas. Aunque se debe considerar que todos los Individuos examinados son normales y 

que consecuentemente en el presente trabajo. no se detectó ninguna variación fuera de 

±2S. 

Edad 

Se sabe que Jas variaciones de la fagocitosis se observan princlpalmente en los extremos 

de Ja vida. es decir recién nacidos esté comprobado en humanos y animales {trabajo 

realizado en cerdos) (Zende'-- 1988). En humanos se conoce que la función fagocltlca se 

ve disminuida en los recién nbcldos debido a Ja deformación de los neutrófllos (Oule, 1979); 

además se confirma en los trabajos realizados en naonatos (Gómez, 1990). 

Ya que en nuestro trabajo participaron lndlvjduos mayores de 18 anos, teniendo la muestra 

poblaclonal una edad promedio de 31 anos no existieron ~Iteraciones en la fagocitosis. No 

hay diferencia en cada grupo de edad comparado, es decir los valores del porclento de 

fagocitosis e Indice fagocltlco son semejantes. 

Concentración de leucocltos 

Se observó que no hay relación directa con la actividad fagocltlca. Debido a que los sujetos 

de estudio no varfan su concentración de leucocitos. 

"' l!Elt Bl.:SllOUr.J 
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En diversos trabajos ftigocJUcos se conoce la concentración de Jeucocllos utllJzada para 

cada ensayo. mediante suspensiones de células con concentración bien definida. en nuestro 

caso no se controló de esa manera. sino que se realizó contando aproximadamente 

doscientas células por cada muestra. 

Porclento de Fagocitosis 

En la llteratura revisada, los trabajos realizados por Rojas en 1987 y 1991, Zendejas en 

1987. que utlllzaron una metodologla semejante mostraron un porclento de fagocitosis por 

arribe del 70 %. Rojas obtuvo un promedio de 83 ± B %. En el trebejo realizado por 

Zendejas en lndMduos adultos de un promedio de edad de 23 a 26 aflos, se encontró que 

el porclento de fagocitosis fue de 77 ± 2.3 %. Con una metodologla semejante Thompson y 

WJlton en 1992 realizaron ensayos fagocltlcos en condiciones aeróbicas y anaeróblcas del 

cual se obtuvo 83.2 %. Cuando se utlllzaron levaduras como Candlda alblcans. candlda 

troplcalls y Saccharomyses cervlsae se obhNo un porclento mayor del 70 % en el trabajo 

realizado por Schult en 1979. Por técnica fluorescente se valoró la fagocitosis de más del 

60 % para Candlda ~ por Lyman y Walsh .en 1994. Cuando Rlcharson y 

colaboradores en 1992 valoran la fagocitosis en Individuos adultos sanos obtuvieron un 

porclento de fagocitosis 87.6 %. 

Porcentaje de Fagocitosis por diferentes técnicas en humanos. 

Rojas Zendejas Thompson Lyman Rlchardson Schult 

y Wllton y Walsh 

83±8% 77±2.3% 83% 60% 87.6% 70% 
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En nuestro estudio los resultados de fagocitosis fueron de 74 ºk - 84 ºk utilizando 

condiciones de trabajo semejantes a las de Rojas y Zendejas en cuanto a ta adherencia de 

las células. la Ingestión y la observación al microscopio, aunque ellos hayan utilizado otra 

levadura. además comparando nuestro trabajo con otros en los cuales utlllzaron Candlda 

alblcans y obtuvieron valores promedio de fagocitosis por arriba de un 70 %. 

Reduccclón del Nitro Azul de Tetrazollo 

En nuestro resultado no hubo variación en la reducción del NAT. pues en todas las muestras 

hubo una reducción de aproximadamente el 100 %, éste resultado lo atribuimos a que la 

evaluaclón de la reducción del colorante es un método observaclonal subjetivo aunque en 

los trabajos reallzados en Individuos adultos por Rojas y Zendejas si hubo una variación del 

20 % entre los dos. Rojas reporta 64 ± 8 % y Zendejas un so± 2.1 % de reducción del 

NAT. 

Indice Fagocltlco 

En la valoraclón del Indice fagocltlco, Zendejas en 1987 reportó un 2.3 ± 0.06 para 

Saccharomyces cervfsae en una muestra de Individuos a~ultos sanos, y cuando Lyman y 

Walsh en 1994 utilizaron cepas de Candlda alblcans obtuvieron un Indice fagocltlco de 1.81 

± o.os pero anteriormente Rlchardson y Smlth en 1981 hablan comparado cepas virulentas 

y cepas atenuadas de ~ alblcans y mostraron un valor de Indice fagocltlco para una 

cepa virulenta 1.67 ± 0.2 y par una cepa atenuada de 1.81±0.2. 

Nuestro valor Obtenido por el método empleado 'fue de 1.91 ± 0.48 es decir de una a dos 

levaduras por célula como lo mencionan los autores citados, pero es Importante senalar que 
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el Jndlce fagocltlco puede variar por la concentración de las levaduras y el tiempo de 

opsonlzaclón y no asl por el tiempo de Ingestión. como lo demostraron Rlchardson y 

Brownlle en 1992. 

Por lo que consideremos que nuestro trabajo es útll para valorar la fagocitosis y puede ser 

reproducible. ya que nuestro valor obtenido para una población de lndtvlduos adultos sanos 

y con los criterios de selecclón mencionados es semejante a los valores referidos por los 

autores mencionados. 

Se sugiere que el trabajo es útll debido a que la actividad fagocltlca en pacientes que 

presentan cuadros de Inmunodeficiencia como son los diabéticos y los pacientes con SIDA 

es diferente comparado con la de Individuos senos, se cree que esta actividad se ve 

Incrementada, aunque existen autores que proponen que la actMdad fagocltlca en un 

proceso de Infección se ve disminuida. Esta contradicción puede tener diferentes causas 

como son: métodos para evaluar la respuesta fagocftlca, la purificación y el estado de 

activación de los fagocitos. el tiempo y la severidad de la Infección. 

Lo que es claro para algunos autores es que durante un proceso de Infección hay cambios 

morfológicos en los fagocitos circulantes, especialmente en leucocitos pollfonucleares que 

reflejan fundamentalmente Ja Infección (Stevens, Bryant, Hu'ffman. 1994). 

Se propone que este trabajo pueda ser utlllzedo pare comparar la actlvldad fagocltlca de 

pacientes lnmunocomprometldos. 



Conclusfones 

El porclento de fagocitosis de los Individuos senos en función de los criterios de selección 

fue de 74.84 ºA,. 

El Indice de fagocftlco f"ue· de 1.6 a 2.4 levaduras ingeridas por cél.ul.a • 

La capacidad de reducir NAT fue de1 100% .. 

La concentración de reucocltos no correlacJon6: con el porcentaje de fagocitosis e Indice 

fagocftlco en Individuos sanos según Jos criterios de selección. 
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No existió :diferencia en la actividad fagocltlca en Individuos sanos en un rengo de edad 

de 18 a 60 anos. 

No Be encontró 'diferencia entre los panllmetros fagocltrco• y el sexo. 

La técnica es sencilla. no obstante de ser semlcuantltatlvá no~ permlle obtener un valor 

de referencia que nos ayude evaluar la actividad fegocftlca. 



Sup~renclas 

Debido a que la respuesta Inmune en recién nacidos se ve disminuida es més recomendable 

valorar la respuesta fagocltlca en estos lndiV1duos para obtener un valor de referencia que 

sea aplicable en estos pacientes. 

Se puede utilizar ésta metodologfa para evaluar la actividad fagocftlca en pacientes 

hemoffllcos lnmunocomprometldos que asisten aJ BCS CMNR. que son seroposltlvos para 

HIV en el perlódo de 1987-1994 en el cual exlstfan 34 pacientes con rango de edad de 16 a 

45 anos (Jlménez López, 1995). 
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G1osario 

NA~ Nitro Azul de ~etrazolio 

PMN Polimorfonuclear 

ECG Enfermedad Granulomatosa Crónica 

MAC Receptores de membrana 

CR Receptor de complemento 

CR3 Receptor de complemento y molécu1a de adhesión 

ICAM Mo1écu1a de a.dhesi6n intrac<P.lular 

ELA"1 "1o1écu1a de adhesión 

Arg-Gly-Asp Arginina-gl.icina-aspártico 

Factor XI Factor tromboplastínico 

Factor XII Factor Hageman 

LTB4 Leucotrieno E4 

LTC4 Leuco~rieno C4 

PGE5 Prostanglandina E2 

~1iC Co:mpl.ejo principal. de histocompatib.il.idad 

C3a y esa ~ragmentos de compleme~to con actividad de anafi1otoxinas 

IL-1-IL-10 Inter1eucinas 

NK Cé1ul.as asesinas 

LFA Antígenos·funé::iona1es de 1eucocit0s 

TH Células T cooperadoras 

J:l<q'Fs :tnterfer6n 

LP~ Li.popol.isacarido 

C04 Marcadores de super~ieie 

~o Oxido nítrico 

Fe~ Receptores para Fe 

't'D !Jridina 



51 [cr] Cromo radioactivo 

GCSF Factor estimu1ador de co1onias de granu1ocitos 

tot-CSF Factor estimu1ador de co1onias de macrófagos 

GM-CSF Factor estimu1ador de eo1inias de macrófagos y granu1o-

citos 
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