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RESUMERN.

Con objeto de determinar los valores normeles de fogoctiosis s !ort;aron mues=—
tras de 10 adulios humanos jSvenes (23-26 aros) y 80 cerdos de difere;vtes razas,
Se utiliz8 una técnica semicuantitativa para evaluar los siguientes parémeatros ¢
o) Porcentaje de células aptos para fogocitar, b) Indice fagochtico y ¢) Metabo~
Vismo oxidativo en los humanos adultos y en los cerdos desde el nacimiento hasta
Tos 10 semanas, 6 meses y 2 afos de edad. La técnica se vealizé utilizando fago-
citos adheridos a cubreobjetos a portir de una pequefia cantidad de sangre total y
como micmor:ganisn:os de prueba se uriliiamn levaduras. En los cerdos se observs
que al nacimlento el porcentaje de células que fogacitan y el Thdice fagocttico
son de 54% y 3.3 respeciivaiie i5. Ambos valores disminuyen en la primera semanc
(50% y 2,7) y comienzon a aumentar en la segunda (62% y 2.8), observéndose
una .nuevo tendencia a la baja sntre la saxta y sdptima semena (52% y 2.3), ou-
.mentan paulatinamente a partir de la octava; a las 10 semancs se clcanzan nive~
les equiparables a los de odulios (77%")' 3.6). El metabolismo oxidativo es de 81%
de célules capaces de producir substoncias microbicidas al nacimiento, disminuyen
ligeramente en 1o primera semana {77%) y a partir de la segunda se alcanzan total -
mente los niveles do adulfos (88%). Se concluye que a las 10 semanas se adquiers
Ya madurez completa en los niveles fagocitarios ya que son semejantes a los de cer-
dos adultos. Estos valores son equiparables a los encontrados en humanos adul tos

en cuanio al porcentaje de células optas para fagocitar y son mayores con respecto

al hdice fagocTtico y al metabolismo oxidative { P<C 0,05 ).
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1. INTRODUCCI1ON,

Ante la presencia de algdn fenSmeno biolégico se pueden fomar varfas actitu=
des analfticas; una es Ta disecar el fendmeno intentando cuantificar y estudiar sus
componentes por separado. Oh'a es estudiar las interacciones de los componentes
que intervienen en el Fendmem; su importancia ?ndividuul; secuvencia de activida-
dss, atc. Por Gltims, podomos pensor que un fercer enfoque serfo el averiguer
los antecedentes del fendmeno y que factores coniribuyeron a que se pménfcm: en
determinado lugar y momento, En el presente trabaijo de Tesis empezaremos abor-
dando ésta dltima melodologia.

" La defensa del organismo contra lo “ajeno” se lleva a cabo mediante dos meca-
nismos generales: la fagocitosis de substancias a las que 7d§nriﬁca como ajenasy el
desarrollo de una reaccidn inmunitaria en confra de dichas substancias ( antfgenos ).
tos linfociios y o edlule ploemdtices s“_‘* relacionades con los procesns Inmunita-
r?os., por lo que a este sistema celular se le denomina "inmunitario”. Los neutrsfi-
los v los monocitos, son células que tienen la capacidad de realizar la fagocitosis y
constituyen ol sistema fagocitario. Ambes sistomaz Honen vna re!é#?én muy estreches
en sus funciones. Por eiemplo; cuando los monocitos procesan ‘un antlgeno inician
una respuesta linfocitaria, lo que da como resultado la produccidn de anticuerpos.

A su vez, los neutrsfilos engloban mejor a las bacterios recubiertas de anticuerpos

(opso-n?zudos‘), que aquellas que no lo estén { 8 ). Dentro de este contexto el pre-
sente irabajo experimental comprende el estudio de un aspecto del sistema fagocitario
con respecto al efecto de la edad en los niveles fagocitarios durate las 10 primeras

somanas de vida y en la etapa adulta, utilizando como modelo experimental ol cerdo.
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., ANTECEDENTES HISTORICOS.

La presencia de bacterlas dentro de Tos leucocitos ya se obserws en 1870, pero
tal observacién no se asociaba con la resistencia a la enfermedad. Como corolario
de sus estudios sobre la digestidn intracelular de la pulga de agua Daphnia, Met~
chnikoff parcce que fue el primaro en sospechar que la ingestidn por los leucocitos
desempefia cierto papel en la resistencia. Daphnia, por ser transparente, proporcio-
naba un §xce|enfe sujeto para el estudio de la digestisn., Metchnikoff observs célu--
las ameboides dentro de Dggb hnia, que podfon ingerir un ndmero limitado de hongos.
Sin embargo, cuando el ndmer de hongos era muy elevado lesionaron las células
ameboides y la pulga de agua morfa. Metehnikoff supuso que éstas células consti-
tulan una defensa del animal contra la infeccidn mortal ( 9 ).

Mefc.hnikoff, en Viena, diS a conocer su teorfa acerco de la inmunidad y en
el |ab9ro|orio de su amigo, el profesor Ciaus, un zoSlogo, le pidid que buscara un
nombre cientifico para esas células errantes que comian microbios, El profesor Claus
y sus colegas consul fan'do diccionarios, finalmente dieron el nonjnbrez. Fegocito, que
significa en griego " célula que come "{ 28 ).

' Més tarde se observs 1a importancia de componentes heméticos no celulares
en la ingestidn fogocTtica, Denys y Leclef, en 1895y 1898, sefialaron que el sue-
ro inmune estimulaba la fagocitosis activa mucho mds que el suero normal. Metchni-
koff asegurs que elld indicaba la presencia en el suero inmune de una substancia,
que el llamo estimuling, que aumentaba la activided fagocTtica de los leucocitos.
La hipStesis de la estimulina se considers equivocada cuando Wright y Douglas de-

mostraron que el aumento de la fagocifosis, causado por el suero, resulta de la



accidn de un componente de éste sobre las bacterias, més que sobre los leucoci-
tos. Wright llam$ a éste componente “opsonina”, del griego "opsono", que quie-
re decir "preparar para comer” ( 9 ).

Una descripcidn clésica de la accidn de las opsoninas fue dada por George
Bermard Shaw en "The Doctors Dilemma" :"Los fagocitos no se comen a los micio-
bios a menos que los microbios esten bonitamente mantequillados para ellos, bien,
los pacientes manufocturan la mentequilla pﬁra ellos, bien, la matequilla......
veerees yo lallamo opsonina” ( 47 ).

Actualmente se conoce que la fagocitosis es estimulada por la presencia de

‘c;|1ficuerpos especificos IgG y los compoenentes C3 y C5 activados, designados co-
mo C3b y C5b (fagocitosis inmunoldgica). La fagocitosis también ocurre en la ausen-
cia de anticuerpos del suero, tal fagocitosis “no inmunvidgica®™ o *no especifica" ha
sido observada con bacterias, erii‘mcﬁos‘ tratados con sialidasa y varias particulas
tales como ei zymosan (una preparacién cruda de"pcred de Ievadur;:s) , carbdn y as~
besto. Existe evidencia de que algunas interacciones lectinas—carbohidratos sirven

como base para el reconocimiento en la fagocitosis "no inmune" ( 42 ).
LENDOCITOSIS,

La endocitosis es una extensa funcidn celular que regula la cantidad de inges-
tidn de moléculas exdgenas del entomo via derivados de la membrona; vesiculas y
vacuolas. Tonto las substancias solubles (Pinocitosis) y las particulas (Fagocitosis)
pueden ser inferiorizadas; destinadas tanto para los aparatos vacuolares y su diges-

tidn intracelular o el transporte a través del citoplasma y subsecuentemente su exo~
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citosis. Sin embargo muchas células , si no todas, demuestran estas primitivas
funciones, pero son particularmente prominentes en leucocitos, macrdfagos, cé-
lulas del endatelio capilar y células epitelicles tiroideas e intestinales y socitos.
El1&s estén envueltos en la defensa del hospedador, reacciones inmunolsgicas,
transporte macromoleculor, transformecidn de hormonas, regulacidn de caminos.

metabdlicos y tal vez en la nutricidn celular también { 43 ).

: Fagocitosis o l
La actividad endocttica | "comer"
ha estada siempre divi-

dida en dos categorlas:
R Pinocitosis o
"beber"

"y

Muchos investigadores usan el término fogocitosis para describir la ingestidn
de grandes particulas, por ejemplo, oquellas visibles por microscopia de tuz y
posiblemente algunos virus ( 43 ).

Muchas células generan vestculas pinocitices en constante, pero en diferen-
tes proporciones, incluyendo fluidos y solutos en la concentracidn a la cual ellos
se encuentran en el medio extracelular ( Pinocitosis fluida) . Existen solutos
que se unen a la membrana plasmética y son inferiorizados por pinocitosis adsor—
tiva en proporciones a menudo muchas miles de veces por arriba de 1a ingestisn

de reactantes en la fase fluida ( 43 ) ( Ver figura 1).




FIGURA 1

ESQUEMA DE LOS DIFERENTES TIPOS DE ENDOCITOSIS
"CELULAR,

En la fagocitosis ( A) la superficie de la célula se aplica estre~
chamente a la particula. Los aspectos citoplésmaticos de las va-
cuolas pinociticas pueden ser lisos ( B) en el caso de la pinoci-
tosis fase fluida o cubiarfos con receptores (C ) para el caso de

la pinoc ifosis adsortiva { 43 ).
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IV. LAS CELULAS FAGOCITARIAS,

En los mamiferos (como en los humanos y en los cerdos ) existen células blan-
cas sangulheas que comen materiales particulados: los leucocitos polimorfonucleares
y los fagocitos mononuclecres. Rabinovitch ha famado a éstas células | "fagocitos
profesionales”, porque ellos tienen la ocupacidn de tiempo completo para comer
( 40 ). Sin embargo, los fagocitos profesionadles no son las Unicas cé&lulas de |c;s
mamiferos que comen partlcules, los fibroblastos, neuronas y una variedad de cé-
lulas endoteliales también ingieren particulas y se ha referido a éstas células como
¥ fagocitos facultativos " o " no profesionales " ( 43 ).

El desarrollo de la terminologta médica ( y la de los demés campos de la cien-
cia) ha hecho que ésta sea tortuosa, confusa e inexacta. Este problema, en rela-
cidn especifica con la hematologla, se hece evidente, en particular, en lo que
respecta al sistema monocitos~macrsfagos. Los macrdfagos hablan sido historicamente
considerados parte del sistema reticuloendotelial, definido operacionalemnte como
los sitios donde las particulas fransportadas inhaven;samenfe en cuestidn salen do
ésta para ser retenidas ( 47 ). Aschoff decia que el sistema reticuloendotelial
consta de histiocitos fagociticos, células linfatricas, células sinusoidales, fibroblas~
tos, células reticulares, células dendriticas, como las células Langerhans de a piel
y células endotelidles { 44 ).

Posteriores clasificaciones recomendaron el uso del término "Sistema fagocTti~
co mnonuclea;-"; dado que el de sistema reticuloendotelial es histolSgicamente im-

preciso y porque la endocitosis puede acontecer sSlo parcialmente para limpiar de

materiales particulados ( 47 ).
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AsT mismo, algunos autores ogrupan a los monocitos junto con los linfocitos
bajo el término de “células sanguiheas mononucleares” quizé para diferenciar—
Tos de los polimorfonucleares. Posiblemente lo anterior ha originado la popula-
ridad del "sistema ( o complejo ) fagocTtico mononuclear” como un término que
abarca a monocitos y macréfagos. Sin embarge, los mecréfagos son de las pocas
células normales que en realidad pueden ser multinucleares (poliploides) ya que
se pueden fusfonar unos con otos, dando lugar a la formacidn de células poli-
ploides grandes. E! ejemplo clésico es el de las célulos gigantes de Langerhans,
las cuales se encuentran en los procesos inflamatorios granulomatosos, como el
que se produce en la tuberculosis, pero los maerSfagos poliploides también se pue=

den observar en ausencia de cualquier estTmulo inflamatorio ( 8 ).

A, Neuh:Sﬁ"os. Los neutrsfilos maduros ( pol irporfonucleares, "segmentados" )
tienen un nicleo cuyos segmenios se encuentran unidos por un filamento. En pro-—
medio tienen 3 pero pueden enconirarse en la songre noma! célules con 5 segmen-
tos. Los neutrsfilos en banda son semejantes a los madurqs excepto porque les fal-
ta la segmentacidn filamenfosa ya que son une forme un poco menos madura de neu—
tréfilos, aunque funcionan casi tan bien como los segmentados.

B. Monocitos. Su identificacisn morfolégica es més diftil debido a la enorme va-
riacién en su aspecto morfoldgico. La dnica caracterfstica en la que se puede con~
fiar en forma universal para su identificacién, es su cromatina nuclecr, la cual es
grenular, pero les grdnulos son de diémetro més pequefo y forma més elongada que
en linfocitos y neutrsfilos. La célula es redonda; el monocito tipico tiene un ni-

cleo redondo u ovalado sin depresiones y en ocasiones, inclusive segmentaco ( 8).
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V. FUNCION DE LAS CELULAS FAGOCITARIAS,
Para combatir en forma adecuada a un microorganismo invasor, los neutrsfi-

fos deben abandonar la circulacidn sanguthea, emigrar hacia el &rea donde se

inicia la infeccidn y luego reconocer y fagocitar para destruir y digerir al invasor.

Se han dividido estos eventos en dos grandes categorias:

1. CASCADA DE 2. CASCADA DE
EMIGRACION DESTRUCCION

1. CASCADA DE EMIGRACION,

Esta cascada comprende una serie de reacciones thtimomente relacionadas,
pero distintas ( en el sentido de que incluyen mecanismos relativamente diferen-

tes; Ttimamente relacionados porque un mismo estimulo puede provocar més de

una reaccidn ).

(" CASCADA DE EMIGRACION : ]

K
{  MARGINACION

{ DIAPEDESIS

EMIGRACION ALEATORIA
O DIRIGIDA

( INMOVILIZACION ]

A. MARGINACION, ADHERENCIA, DIAPEDESIS, EMIGRACION ALEATORIA
O DIRIGIDA E INMOVILIZACION, La cascada de emigracidn se inicia con la
marginacisn de los neutrsfilos de 1a circulacidn sanguthea; pero un neutrdfilo se
puede marginar sin que en realidad sufra adherencia ( y agregacién ). Con el pro-
ceso de adherencia, el neutrsfilo se fija ol endotelio vascular y se extiende sobre

su superficle. Por lo comdn la adherencia se acompafia de agregacidn, aunque és-
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te Gltimo proceso puede ocurrir en la circulacidn, en tanto que la adherencia de
los neutrstilos ocurre cuando éstos llegan al lecho capilar. El proces de adhe~
rencia se puede subdividir con base a la fuerza de unidn en: "adhesisn”, un pro-
ceso pasivo, fécilmente reversible; y "anclaje", un pioceso dependiente del con -
sumo de energfu, que no es fécilmente reversible, En las &reas inflamedas, los neu-
trsfilos adheridos pueden separcrsz, raingresar a la circuiacidn sanguthea ( pero si
no han cbandonado los ITmites de la vasculatura ) o pueden flevar a cabo la dia-
pedesis; este proceso se realiza mediante movimientos de los neutrsfilos a través
de las dreas de unidn que se localizan entre las células endoteliales, abrigndose
pas;) por la membrana basal, lo quﬁzquizé se facilite por la libercidn de substan-
cias como la proteasa por el neutrdfilo en emigracidn. Después el neutrdfilo emi-

gra hacia los tejidos o a las cavidades corporales en 2 formas fundamentales:

- — 'S 3
EMIGRACION EMIGRACION
ALEATORIA - DRIGIDA
Como respuesta a un estimulo quimiotéctico

Una vez que el neutrdfilo enita en un Grea en ia que existe un proceso infla-

matorio importante, puede trasladarse hacia otro sitio ( pero no volver'a la sangre),
_morir ( y ser fagocitado por macréfagos tisulares ) o ser inmovil izado, pero con sus
funciones preservadas ( 8 ).

B.v QUIMIOTAXIS.v La vectorial respuesta de motilidad a la inflamacidn es la pro-
piedad de quimiotaxis. En realidad mucho del trénsito nc;nnal de los fogocitos hacia
lo; tejidos puede ser inducido quimiotécticamente, por ejemplo, el movimiento de
los leucocitos hacia regiones, tales como el fnfesﬁno., que normalmente contienen

microbios { 8 ).
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LA QUIMIOTAXIS TIENE
L DOS ASPECTOS

o) El origen y naturaleza b) El mecanismo de
de los factores humora- la respuesta ~
les con actividad qui- mStil por los
miotéctica. fagocitos

a) Aspectos humorales de la quimiotaxis. La inieraccidn enire los microorganis-
mos y los tejidos del huéped permite Ta generaciSn de factores quimiotéeticos por
algunos mecenismos ( 47 ). Las quimiotaxinas pueden ser substancias naturales o
sintéticas. Existe una amplia variedad de quimiotaxinas naturales que se liberan o
se generan como parte de una reaccisén inflamatoria, entre éstas se encuentran:

i) Los frogmentos desdoblados que se generan por la cctivacién del complemento,

C5a y la C5a-desarginina.
11) Productos de secrecisn de mastocitos, infociios { Tinfocinaz ) , monocitos-

moerdfagos y de los mismos neuirdfilos activados que tienen actividad quimiotéc—-
tica.

ii1) Protethas que se producen por la activacién de factores de la coagulacidn, co-
mo el factor Hageman, que permite ia generocisn de 2 agentes quimiotécticos, la

calicretha y el activador del p‘csmm6geno AsT como fombnén ol sistema de las
cininas.

iv) Los productos de bacterias y de virus también tienen funciones quimiotécticas.

v ) los metabdlitos de la lipooxigenacisn del 4cido araquiddnico son quimio taxi-

nas que tienen una gran potencia para los neutdfilos, en especial la denominada
leucotrieno B ( 8 ),

Mientras que ciertos humores tienen la habilidad para atraer fagocitos, otras

sustancias en el suero también inmovilizan neutrsfilos, resultando ellos refracta-

rios a la estimulacidn quimiotéetica, o de otros agentes Quimiotdcticos activos
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neutralizentes. Ambos tipos de inhibidores pueden tener importantes efectos, uno
para controlar la expresién de foctores quimiotécticos generados y o otra para re=~

tener neutrdfilos en los sitios en los cudles ellos han sids previamente atraidos ( 8 ).

b) Aspectos celulares de la quimiotaxis. La unién de una quimiotaxing ¢ su recep-
tor en el fagocito inicia una serie de reacciones quimicas muy complejas mal defi-
nidas; que dan como resultado una contraceisn polarizada de las células asociada
con una reorganizacidn de elementos citvesqueleticos como microfilamentos y micro-
tgbulos. El primer cambio que se pusds detectar después de Ta unidn de una quimiota -
xina con su receptor en la membrana es la hiperpolarizacidn de la misma. Se acelera
el flujo idnico, en especial el del calcio, el cual interoctia con protethas regulato-

rias asociadas con moléculas de actina o -miosina ( 8 ).

Se observan, ademds, otfros cambios metabdlicos, como alteraciones en la sth-
tesis y el ciclo de los fosfolipidos metilados, cambios 2n ol AMPe y GMPe, ya
que substanicias Gue incremenian los niveles intracelulares de  AMPc inhiben la mo-
tilidad, mientras que agentes que aumentan los niveles de GMPc la engr"undecen,
sugiriendo que una relacisn reciproca de éstos nuclestidos puede modular la movili-

dad celulor,. posiblemente por influenciar la estabilidad de los microtdbulos ( 47 ).
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" 2. CASCADA DE DESTRUCCION,

Una vez que fagocito entro en contacto can el microorganismo invasor por me=-

dio de la cascada de emigracidn. se inicia la cascada de destruccién:

{(cascapA DE DESTRUCCION :}—l

{ RECONOCIMIENTO Y ADHERENCIA }1

(_ FAGOCITOSIS

f MUERTE Y DIGESTION

(  Exocimosis |

En realidad. como sucede en la mayor parie de las funciones de los fagocitos.
no existe una separacidn exacta de actividades. Por ejemplo, el estimulo quimio-
tdctico produce. algunos da los efectos. que inician las re;:cciongs que se han enu-
merado en la cascada de destruccidn. como la desgranulocisn.. Durante la emigra-
cidn. algunos grénulos secundarios se fusionan con fos seudSpodos ondulantes y 1i~
beran substancias como la cologenasa. que facilitan 1a movilizacidn de lo célula a
través de los tejidos ( 8 ).

El proceso de destruccidn se inicia en forma simul t4nea ol de fagocitosis. Aun-
que con frecuencia se considera a la destruccisn por fagocitosis como sindnimo de
endocitosis. &ste no siempre es el cas>, ya que,. por efemplo. Iss fogocitos pueden
atacar y destruir objetos grandes sin que ocurra una endocitosis completa. La cascada
de destruccidn se inicia con el reconocimiento del microorganismo invasor y adheren~

cia del fagocit al mismo ( 8 ).
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A. RECONOCIMIENTO,

a) Aspectos humorales del reconocimiento

1) Propiedades de la L ii) Las opsoninas }—]
superficie de las :
partliculas :

L Inmunoglobulfinas P
- Carga, hidmfobicidad)

1
y composicién quimica

1
1
{

\___)L
Particulas naturales v [ Complemen to -)(_______)
sintéticas

Encapsulamiento J

i) Propiedades de la superficie d2 la partlcula
Carga, hidrofobicidad y composicidn qulmica. Se mencionan por influenciar To in-
gestidn de particulas sinl-éﬁcas( gotas de parafina-aceite ) y de particulas desnotu~
ralizadas (células rojas de la sangre tratadas con oldheldo) y de partfeulas natura-
fes tales como las células rofos de la sangre normales y bocterias viables, Desafor—
tunadamente, en el presente no hay una teorta capaz de predecir satisfoctoriamen-
te como las alteraciones de cuaiquiera de &stas propiedades de la superficie pueden
afectar la interaccisn de una particula con las membronas de Tos fegocitos profesio-
nales o facultativos { 43 ).

Particulos naturales y sintéticas. En general se sabe que particulas naturales cuyas
superficies no han sido modificadas, y particulas sintéticas cubiertos con protelnas .
sin desnaturalizar, son pobremente fogocitadas, mientras que partfeulas las cuales

las protethas de la superficie hon sido desnaturalizadas o qutimicamente modifica-

das son ingeridas mds r§pidamente { 43 ).
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Encapsul amiento. La importancia de la quimica de o superficie de las particules
en gobemar la ingestidn es enfatizada por estL;d?os de la interoccién de bacterias
con leucocitos fagocticos. Muchas bacterias patégenas tienen estructuras de su-
perficie { cépsulas ) que inhiben su unidn e ingestidn por los fogocitos. Cepas no
patégenas de la misma bocteria ( no encopsuladas) careciendo de &stas superfi-
cles inhibidoras, son répidamente ingeridas ( 43 ). |

i) Las opsoninas.

Inmunoglobulinas. De las diferentes clases de inmunoglobulinas, sslo ta IgG, o
anticuerpo 75, promueve directamente la fagocitosis y de ésta los subclases IgGy
e 1953 won las especies que participen en la opsonizecidn ( 47 ). La porcisn
Fc de 1a 1IgC es la responsable de ésta actividad, Ast de &sta forma funciona por
interactuar con receptores sobre ia superficie ds la membrone de los leucocitos.
Dado que el fragmento Fc es el ligando- para estos receptores, ellos son conocidos
como receptores Fc, Algunos investigadores han-trataedo de definir los subfragmen ~
tos o dominios dentro del fragmenio Fe que actia coms ligonds para los receptores
Fe. Casi todas las investigaciones concuerdan que la tercera regidn constante
(°H® ) es el ligando para éstos receptores Fe. Aunque otros trabajos hen reporta-
do que en dlgunas especies como cobayos y conejos el dominio °H3 s el tigondo
para los receptores Fc  ( 43 ),

Complemento. El suero contiene un grupo de més de una veintena de protelnas,
Yas cuales en su conjunto forman el cumin;: del complemento. Entre éstas protet-
nas, el C3 o el tercer componente del complemento es ta mayor molé&cula promoto-
ra de la fagocitosis. La vla cldsica del complemento, esTcomo el sistema de la

properdina pueden actuar sobre C3 para promover la disposicién de éste fragmento
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activo opsonicamente, el cual es fijado en las partfeulas por un firme enlace co-

valente { 24 ),

C b ) Aspectos celulares del reconocimiento B
(1) Propiedades de lcwsuperﬁc?e del fogocito |
_ Los rec:eptores -]—————W
( Receptores Fc ] L Receptores C3b _] [ Receptores J
12 ') inespacificos

{ Resistentes o la iripsing Sensibles o la ripsing
(% |2

(" Sensibles a la iripsina_]

i) Propiedades de la superficie del fagocito

Los receptores. Se conoce poco ocerca de la quimica de los diferentes recepto-
res que contienen las células fagoctticas. Ellos pueden ser una tnica molécula,
grupos de moléculas, o dominios sobre la superficie de la célula. A pesar de la
ignorancia acerca de su anatomla molecular existe poca duda de que éstos recep-
tores son distintos estructural y funcionalmente unos de otros ( 47 )..

Recepfores Fc. La presencia de dos distinfos tipos de receptores Fc sobre la mem~
brema de los fagocitos mononucleares ha sido reconocida sdlo en los Ultimos afos,
Por &ste razén es dificil establecer con certeza cual de los dos tipos ha sido medi-
do en muchos trabajos realizados y tal vez en base a sus diferencias en cuanto a
su funcidn y propiedades puedan explicarse algunas contradicciones reportadas,
Receprores Fe resistentes a la tripsina. Los macrdfoagos y leucocitos pol imorfom'J-
cleares de todas las especies expresan un receptor Fc resistente a las proteasas

( wripsina, quimiotripsina, pronasa ) que media la eficiente unidn e ingestisn de

complejos antlgeno-IgG y particulas cubiertas con 1gG . Las partfeulas y comple-

jos conteniendo IgG se unen o éstos receplores a 37°C en qusencia de cationes
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divalentes y en presencia de inhibidores de la generacf&n de ATP ( colchicina ),
o de la funcidn de los microfilamentos ( citocalasina:B ) ( 47 ).
Receptores Fc sensibles a la tripsina. Los macrdfagos .conﬁenen en su membrana
plasmética un receptor Fe sensible a la tripsina que selectivamente se une a las
subclases especificas de 1gG en humanos ( 1gG4 e 1gG3), en cobayos( 1gG5 ) y
en ratones ( 1gGo,). Las inmunoglobulinas de estas subclases son Hlamadas an-
ticuerpos citofflicos porque ellos se unen con dlta ofinidad a los receptores Fc de
los macréfogos en la ausencia de antlgenos. Los receptores Fc sensibles a tripsina
se encuentran como Unicas moléculas de 1gG sin estar unidas con antlgenos. Estas
inmuﬁcglobulinus son fécilmente eluidas de éstos recepfores por otras moléculas de
19G monoméricas. En comparacidn. los receptores Fe resistentes a tripsina se unen
a las IgG que estan agregcd:s’o complejadas con el antigeno, de modo que existan
3 o mds moléculas de IgG en un grupo; 'yu que. complejos inmunes conteniendo 3
o més lgGson rapidamente limpiados de la circulacidn in vivo y répidameiiie fago -
citados in vitro, los anticuerpos citofilicos y sus recepto;'es sensibles a ﬁipsina,
_meramente asisten ol macrdfago en uniones de particulas y antlgenos exirafios ¥y una
vez que éstos se encueniran cubiertos con &stos anticuerpos Gue se encuaniran uni-
dos a la superficie celular, los anticuerpos pueden reagruparse, disocidndose de los
receptores sensibles a tripsina y luego reasociarse cogn los receptores promotores de
" la fagocitosis, los resistentes a la tripsina ( 43 ).
Receptores C3b.
Sensibles a tripsina, La membrona plasmética de los PMN y fogocitos mononuclea-
res contienen receptores para C3b sensibles a la tripsina. Algunos investigadores han

reportado que los fogocitos mononucleares también expreson receptores para C5b y
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C3d, aunque para éste Gltimo; sdlo cuando las partteulas son preparadas con com-—
ponentes purificados del suvero, sin embargo, si son preparadas con suero entero,
como origen del complemenfo, no se unen ni son ingeridas, las rozones para ésta
discrepancia son desconocidas ( 47 ), Las funciones de los receptores C3b ade-
mds varlan con el estado fisioldgico de los fagocitos mononucleares. Bajo condi-
ciones basales, estos recepiores sSlo funcionan por unirse con parifculas cublertes
con C3b a Ta superficie de la célula, mientras que en células estimuladas los re—
ceptores C3b median la ingestidn de particulas cubiertas con C3b. Aunque los
receptores Fc y C3b funcionon independientemente uno de otvo en la unidén e inges-
+i6n de partfculas cublertas por C3b, los dos receptores pueden actuar sinérgica—
mente, Pcrffculgs cubfertos con cemtidades subdptimas de IgG y C3b son ingeridas
dvidamente por los fugocitos pmfesionules; mientras que particulas cubiertas con

la misma contidad do =Slo une de ectos ligandos no ©on fogocitadas (43 ).
Receptores inespecficos.

Como ya mercionamos, la fegocitosis es estimulada por la presencia sobre
las partfeulas blanco de anticuerpos espectficos IgG y algunos componentes del
complemento { C3b, C5b y C3d ). Estd establecido, que la fagocitosis también
ocurre en la ausencia de anticuerpos del suero, Tal fagocitosis "no inmunolégica®
o "no especifica", ha sido observada con bacterias, eritrocitos tratados con siali-
dasa y varias particulas tales como el zymosan, carbén y asbesto. A los factores
de la superficie celular que median la ingestich de las particulas antes mencionadas
se fes denominaba de varias formas; receptores fagociticos no especificos, receptores

homoféricos, etc. ( 42 ),
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Especulaciones tempranas mencionan que tanto la carga neta de la superficie
o la hidrofobic-idud de una partlfcula, determin aban si ésta podria ser reconocida
por las células fagoetticas, pero evidencia experimental en apoyo de é&stas ideas
ha sido dificil de obtener. Es posible que éstas propiedades "no especificas”" de la
superficie repercutan para el reconocimiento de algunas particulas ( por ejemplo,
parttculas de latex o poliestireno ) por los células fagocTticas. Sin embargoe, més
mecanismos especificos deberfan de estar envueltos en el reconocimiento de parti-
culas relevantes fisioldgicamente, Actualmente de conoce que las interacciones
entre lectinas—carbohidrato sirven como base para el reconocimiento en la fogoci-

tosis "no inmune". Existen tres caminos en los cudles tales interocciones toman

lugar:’

’i/) Entre azdcares sobre la superficie de los fagocitos y lectinas sobre la superfi\-
cie de otvas células.

i1 ) Entre lectinas sobre la superficie de los fagocitos y azdcares en las otras
células ( o particuias ).

i1) Por lectinas exiracelulares que forman puentes entre azdcares en ambos

\ tipos de células.

7

Estas interacciones pueden proveer un mecemismo de defensa del hospedador
inmediatamente después de una infeccidn microbial y anterior al establecimiento
de un estado inmune, o en tejidos donde la actividad opsSnica normal es pobre.
Estas interacciones pueden ser las responsables para la limpieza de eritrocitos viejos

del sistema circulatorio y puede que también participen en otros tipos de interac—

ciones, tales como la cooperacién entre célula T-Célula B y entre linfocito-ma=-

créfago ( 42 ).
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B, FAGOCITSIS,

1}

|
|
|

[a) Papel de ligandos y receptores —-{A b ) Requerimientos para la fagocitosis ﬂ
en la ingestidn de particulas :

i) Temperatura )
1 ) Fuente de energla: ATP |
i )Aparato contréetil = MicrombulosJ

i) Mecanismo de cremallera ] i

\Actinomiosina
iv ) lones divaientes }
v ) Nucledtidos ciclicos )

a ) Papel de ligondos y receptores en la ingestidén de particulas,

i) Mecanismo de cremallera. Griffin et ol ( 43 ) basondose en la observacisn
de Taylor et al ( 43 ) de que los. anticuerpos dirigidos contra inmunoglobulinas de
la membrona de linfocitos se agrupan en una zona (casquete) y por el uso de estos
linfocitos con ‘igancb§ IgG sobre un s8lo hemisferio, ellos determinaron si la distri-
bucisn de ligandos IgG sobre la superficie de una particula ejerce alguna influencia
sobre la ingestién de la misma. Encontreron que los fagocitos se unen a estos linfo-
citos via el casquete, de modo que 1a membrana del fagocito sdlo se extiende en
esta zona casquetada del Yinfocifo y sin embargo no- son ingeridos. En comparacisn,
linfocitos cubiertos extensamente con una cantidad similor de la preparacidn de an-
ticuerpos son répidamente ingeridos. Griffin et al f:oncluyemn que la distribucidn
de ligandos sobre la superficie de una partfcula es un foctor critico para deferminar
si la particula puede ser fogocitada o no. De este modo, la inlrerccc?dn inicial de
los ligandos inmunes sobre la superficie de una particula con receptores sobre la mem-
brana de los fogociios no es el disparador de la ingestién de la partfcula. Esto me~
ramente inicia un proceso que requiere del continuo posicionamiento de Hgand;s y
receptores hasta que la particula es completamente englobada dentro de una vacuola

fagocttica, A esto se le denomino el mecanismo cremallera de la fagocitosis ( VER

FIGURA 2).
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FIGURA 2

ESQUEMA DEL MECANISMO CREMALLERA DE LA FAGOC;ITQSIS

A
> > <
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B
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N
Moléeula de 1gG u otro ligando

Recepior Fc u otro receptor en la membrana en un estadio inactivo

Receptor Fc u otro receptor en Ta membrana en un estadio activo

R

< X < > Protethas contrdctiles citopldsmicas
D K I

En este mecanismo se postula que el continuo posicionamiento de ligandos y recep-

tores es lo que permite que una partfcula sea completamente englobada dentro de

\una vacuola fogocltica ( 43 ).
7
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b ) Requerimientos para la fagocitosis.
i) Temperatura. Las partfeulas se unen a las superficies fanfo de fagocitos pro-
fesionales como facultativos a 4°C, pero no son ingeridas a menos que la tempera-
tura del medio de incubacish exceda algdén umbral erftico ( 18-21°C ) ( 43 ).
. Por otra pcrfe, se sabe que las altas temperaturas estimulan la fagocitosis, Experi-
mentaimente in_vitro se enconird que existe una relacién de incremento lineal di-
recto entre los fhdices hgoci‘ﬁcos- de los PMN y el aumento de la temperatura. Ac-
tuamente se considera a la hipertermia como un mecemismo que incrementa los medios
de resistencia contra las infecciones, Por lo tanto, se le considera G#il en fanto no
sea muy elevada y Nege @ causar convulsiones ( 20 ),
i1 ) Fuente de energlu:'ATP, La ingestidn de partfculas es un evento dependiente
de energiu. Ei envolvimiento activa los pmcaebs. generantes de ATP, esbecmcamen-
te ia Giucdiisis en fos neutrsFilos y en los macrdfagos iy segtn el lugar donde se en-
cuentren va a predominar la viu de obfenc.iGn de energfa, por eiemplo; en los macré~
fagos pulmonares el ATP requerids se deriva principalmente de la oxidacidn aersbi-
ca de infermediarios del ciclo de los dcidos tricarboxilicos ( fosforilacidn oxidative );
y en los nﬁclﬁfdgos. infestinales donde los niveles de oxigeno son bdios;' predoming’
la glucslisis andérobica ( 43, 48 ).
11 ) Aparato contrdetil.
Microtobulos, La protefia de la cual estén constituidos es la tubulina, La colchi-
c?na; la cual entre ofros efectos, afecta a los microtdbulos, puede deteriorar la
ingestién, se ha observado que ellos estén inserfos dentro de la periferia celular en
regiones de la célula en contacto con las partfculas que estén siendo infernalizadas

( 48 ).
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Actinomiosina. Los leucocitos fegociticos contienen actina y miosina y existe po-
ca duda de que estas proteTnas juegan un pape! crucial en los procesos fagociticos.
Estos microfilamentos hon sido identificados en asaciocidn con la membrana plasmé-
tica de amebas fagocitantes y macréfagos. La citocalasina B, un compuesto que de-
" teriora la polimerizacidn de la actina y fa funcidn do los mierofilamentos, inhibe la
fagocitosis, ¥ actina cislada de un pacisnte con marcados defectos de motilidad y
fagocitosis, exhibe una defectiva polimerizocidn. Se ha purificado una protetha

de alts paso molecular que se encuentra unida a la acting, laF-acting, que indu-
ce la polimerizacidn de la cctina de macréfagos vy es Hberodq de o fraccidn de fa
membrana hacia el citoplasma durante la ingestisn. Ademds se ha encontrado una
protelna inestable ( lamada "cofactor™ ) que estimula a la Mg-ATPasa de la ccti-
nomiosina por arriba de 22 veces en presencia.ds MgﬂY, ATP. también incrementa
la proporcidn de contraccidén degeles conteniendo acting, miosina y F~actina. Se
piens;: que éstas 4 protethas constituyen los mayores elementos contréctiles y regu-
{atorios de los leucocitos fogoctiicos ( 43 ).

iv ) lones divalentes. La manera en la cual la particula es reconocida para ser inge-
rida es desconocida. Una pista puede ser el hecho de que los cationes divalentes,
‘mognesio y calcio, tienen importantes efectos sobre la ingestidn, como también ao-' :
bre la motilidad y extendimiento ( 48 ). La entrada de calcio hocia los mocrsfa-
gos es importante pora la activacidn de estos y se ha usado el jondforo de calcio
A23187 en estudios in_vitro para inducir elevaciones iniracelulares de este idn. La
calmodulina { receptor proteico para la activacién de cch;io ) fuega un papel impor-

tante en la activecidn, generalmente en las fases tardfas de la fagocitosis ( 34, 21 ).
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Se especula , cual de las varias enzimas que modulan al calcio puede intervenir
en la estimulacidn, suponiendose que una proteina cinasa conectada con el camino

metabdlico dela glucosa y otras enzimas desconocidas, sean las responsables. Se ha

propuesto el s iguiente mecanismo:

Entrada de Activacidn del receptor Cambios Activacidn
caicio calmoduline, regulado metabdlicos
por enzimas

v ) Nucledtidos clclicos. Muchos investigadores no han hallado cambios en los ni-

veles de AMP ciclico { AMPc ) en leucocitos PMN fagocitantes. Seyberth et al
(48) han reportado un pequefo y transitorio incremento en los niveles de AMPc en
macrsfagos alveolares fogocitando e Ignarro et al ( 48 )han hallado incrementos
substonciales en los niveles de GMPc duronte la ingestidn de partfculas en leuco—~
citos PMN | En el 6ltimo caso, la omisidn de calcio del medio previene el incremen-
to estimulads en la fagocitosis en los niveles de GMPc, lo que hace poco probabie
que el proceso de ingestién sea regulado por cambios em los niveles de GMPc, Las
drogas que Incrementan los niveles de AMPe an losifcgoc?tos inhiben Ya proporcidn

de ingestisn. Sin embargo, 1o ingestién de particulas no dltera los niveles intraceiu-
fares de AMPc y esto no ha permitido el asiganar un papel al AMPec como un media-
dor del proceso de ingestisn o de si &ste esta assciado a los cambios metabdlicos (48).
Muschil et al ( 43) hon estudiado clonas mutentes de macrsfagos de ratén tirensforma-
das por el virus SV40, que se unen, pero no ingieren eritrocitos cubiertos con 1gG.
La adicidn de AMPc al medio estimuld la ingestidn de estas células. Aunque el
mecanismo para esta estimulacisn permanece desconocido, estas ?ntaresuﬁfes obser-

vaciones pueden presagiar un nuevo capituloen definir las moléculas que regulan la

fagocitosis.
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C, MUERTE Y DIGESTION,

a) Grénuvlos y (b ) Mecantsmos inde-| {c YMecanismos depen-||d YMecanismos

desgremulacidn| pendientes de oxiy dientes de oxlgeno||microbicides de
; fos fagocitos

i mononucleores

a ) Grénulos y desgranulacién,  Los grdnulos de los neutrdfilos son de dos ﬂpos.:.
primorios o ezunsfilos ( lamados asT por tefitrse de azul con ‘ej colorante Wright )

y los secundarios o especfficos { porque son dnicos para cada célula particular,

por ejemplo; eosindfilos, neuirdfilos ). Existen semeicnzns y diferencias en cuanto

al comportamiento y composicidn quimica de os dos tipos de grdnulos (Ver Tabla 1),
Por ejemplo, ambos intervienen en el proceso de fusidn con el fagosoma, pero sélo

los grd\wlos'es_)ecmcos' Intervienen en la exocitosis, en la que liberan su contenido

‘mediante Ta fusién del grdnulo con la membrana citopldsmica durante la cascada de

emigracisn ( 3 ). El confacto entre un 'blanco™ y la membrana plasmética del
fogocito demhcadem una secuencia de eventos co'nocfdﬁ como dasgr&nuldéidn. Los
gréfnulos migran hacia la regién de conh:icio. y por medio de novimientos violentos
en proximidad al fagosoma, se fusionan con la vacuola y desaparecen del cifoplasma
( 18 ). La desgmiuldcidn ocurre en concierfo con la ingesﬁGn" y cesa cuando la
dltima ha finalizado, sugiriends que el mecemismo de disparo de ambos es similar o
ei mismo, Sin embergo, la desgranulacisn o es enteramente uniforme ni disociable
de la ingestién, Los grdnulos primarios y secundarios de los neutrsfilos desgranulan
en diferentes proporciones durante la Ingestidn y existen evidencias histoquimicas de
que los grﬂﬁulos secundarios se fusionan con el fagosorma primero, seguidos por los
grdnulos primarios, la Importancia de éste hecho es fodavia desconocida ( 48 ).
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TABLA 1

CONSTITUYENTES DE LOS GRANULOS AZUROFILOS Y ESPECIFICOS

DE LOS LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES HUMANOS (3).

CLASE DE CONSTITU- GRANULOS GRANULOS
YEMNTE AZURCFILOS ESPECIFICOS
B-Glicerofosfatasa

Hidrolasas &cidas

N-Acetil-B-glucosaminidasa
B-Glucoronidasa
B-Manosidasa
Catepsina D
Catepsina B

Proteasas neutrales

Elastasa
Catepsina G

Tercara pmteineza sering

Colagenasa especifica

Seaunda colagenolftica

metallo-proteinasa
Lisozima Lisozima
Enzimas
microbicidas
Mieloperoxidasa
Loctoferrina
Otras

Protelha secusestradora
de vitomina By,
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Como en la migracidn, quimiotaxis e ingestidn, los microtdbulos y microfi-
lamentos del citoplasma celular parecen estar involucrados en el mecanismo de
desgranuliacidn. En el reposo celular, el ecioplasma hialino actia como una ba-
rrera entre los grdnulos citoplasméticos y la membrana. Cuando el fagosoma se for-
ma, los microfilamentos, normalmente estrechamente silLuodos en la superficie de
la membrana de la célula, desaparecen de la membrana, la cudl es ahora parte
del fagosoma, seguida de los grénulos por ccercarse a dsta ( 48 ).

b ) Mecanismos independientes de oxigeno. Relativamente pocos trabajos hen sido
hechos sobre los sistemas empleados por los fagocitos para matar en la ausencia de
oxMgeno. Por ésta razdn , los mecanismos de muerte anéerobica son menos entendi-
dos que sus contrapartes aerdbicas.

Acidificacidn. Las vesfeulas fagocTticas son rdpidamente acidificadas, el pH den-—
tro de la vesicula disminuye detectablemente en menos de 10 minutos. El como la
acidificacidn toma lugar no es conocido, pero se piensa en varias cosas. Que una
ATPasa transportadora de protones sea la responsclb'le, dado que tales enzimas ocu~
rren en otros tejidos en los cuales gradientes de pH son generados ( 18 ), La aci-
dificacisn del fagosoma puede ser secundaria a la acumulacién de lactato produci-
da por la aumentado actividad glucolitica de la ingestidn o puede igudl mente envol -
ver la produccidn de dcido carbdnico mediado por la anhidrasa carbonica a partir
del diéxido de carbono ( 48 ), La caida en el pH potencializa la destruccidn
de blancos, dado que muchas de las enzimas contenidas en los grénulos envueltas
en la destruccisn y digestisn operon en un pH menor de 4-5. La acidificacidn

puede ser considerada como un mecanismo auxiliar, dado que por st misma, la

acidificacién tiene poco poder aniimicrobial ( 18 ).
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Hidrolasas. Aunque muches de las hidrolasas de los fagocitos actian sSlo después
de que el "blanco” es muerfo,L unas pocas apdrecen por jugar un papel directo en

los procesos de muerte, Ellas .son la lisozima, arginasa y las glicosidasas. ‘La 1i-
sozima hallada en los grénulos de todas las clases de‘ fagocifbs es una enzima que
cataliza la hidrdlisis del peptidoglican, el cuadl envuelve la membrana plasmé&tica

de las bacterias y protege al organismo contra la lisis osmética. La lisozima actda
para destruirlo y priva al organismo de ésta proteccidn contra el estrés osmdtico, y
debido a que este peptidoglican se encuentra ampliamente distribuido en bacterias
y hongos; la lisozima puede mc;far un amplio espectro de orgonismos. Aunque mu-
chas bacterias son resistentes a la lisozima, como es el .ccso de las Gramr negativas,
porque el acceso de ésta al peptidoglicon es prevenido por el lipopolisacérido. Las
glicosidasas son enzimas que rompen polisacdridos. Ellas son importantes para la de~
gradacidn de residuos de carbohidratos en materiales ingeridos por los fagocitos.
Los tipopol isacdridos de las bacterias Gram negativas son principalmente carbohidra-
tos, y como tales pueden ser degradados por estas :enz?mus. La perdida de parte del
lipopolisacérido no es fatal probablemente a la bacteria porque organismos mutantes
careciendo de porciones del lipopolisacérido crecen bien invitro . Tal vez, una
pérdida puedu‘; sin embargo, sensibilizar @ un organismo para ciertas protefhas mi-
crobicidas presentes en el fagocito (lisozima). De este modo las glicosidasas pue~
den fener un papel importante auxiliar en la accidn letal del fagocito. La arginasa,
una enzima que cataliza la hidrdlisis de arginina a omfitina y urea, es secretada en
grendes cantidades por macrsfagos estimulados. La muerte de los microorganismos
resulta de 1a necesidad de argining, debido o la destruccidn de éste { para ellos )

esencial aminodcido por la arginasa ( 18 ).
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Los grénulos especificos de los neutrsfilos contienen lactoferrina y una pro-
tetha secuestradora de cobalamina o vitamina B12' La luc'vtoferrindyfes una protel-
na con una excelente ofinidad por el hierm, Se piensa que ayuda en‘la muerte
por deprivacidn del hiemo esencial a los microorgenismos. Sélo unos pocos mi-
croorganismos son muertos por la carencia de hierro { neumococos ), pero muchos
sobreviven, aunque su;crecimiento es retardado y su virulencia disminuida. La
lactoferrina de éste modo potencia la muerte microbial, pero la mayor parte de
Tas veces,v no es por s misma microbicida, La proteia secuesiradora de cobal-
amina es una molécula capaz de tomer una amplia variedad de cobamidas y
h-ansi:ortarlas ol higado para su excrecién, Esta proteTha ha sido postulada por
participar en el desalojo de cobamidas bacteriales, un heterogéneo grupo de com-
puestos; los cuales si no son eliminados, pueden actuar como antimetabolitos de
cobalamina en los tejidos de los mamiferos ( 18 ').

Protethas catidnicas. Estas son protethas que estén cargadas positivamente a un pH
fisioldgico. Muchas estén presentes en los fagocitos, su carga les permite el in-
teractuar efectivamente con las superficies cargadas negativamente de las particu-
fos ingeridas. La fraccionacidn revela unc mezcla heterogénea, cuyas especifici-
dades antimicrobiales varfon de componente g componente. Algunos componentes
de ésta mezcla son proreusc:sk,. pero su actividad proteolftica es independiente de su
accién antimicrobial ( 18 ). Estas protefhas son més catiénicas que la lisozima
y son menores de 10 000 daltons, Recientemente se ha encontrado que algunas pro-
tethas catidnicas interactian inicialmente con las bacterias via interacciones i$ni-
cas,

Estas interacciones pueden ser disrumpidas con cationes divalentes ( magnesio

y caleio ) o tripsina. Se ha pensado que esta actividad antimicrobiol pude darse
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en dos pasos. El primero requiere de la unisn de las protethas a la superficie
celular. Esta interoccidn se enconird que es independiente de la temperatura.
El segunde paso fue dependiente de la temperatura y se piensa que envuelve la
insercién de las protethas antimicrobiales a través de (a membrana externa. Ctros
estudios hablan de un paso postunisn similar al anterior, el cual envvelve inte-
racciones h?dmféb?cos; bajo condiciones de reducida hidrofobicidad de la mem-
brana externa y que presumiblemente la insercién hidrofébica dispare 1o muerte
de la bacteria por alterar la integrided de la membrena ( 45 ).

¢ ) Mecanismos dependientes de oxigeno. Los fagocitos son copaces de generar
agentes con poder oxidante por la parcial reduccidn del oxigeno en un evento me-
tabslico conocido como ei "aceleramiento respiratorio™”., Estos potentes oxidantes
son empleados por la célula para matar a los "blancos"” .

Aceleramiento respiraforio, Este es un cambio en el metabolismo del oxIgeno que
ocurre cuando los fagocitos estén expuestos al estfmulo apropiado. El consumo ba-
sal de oxiganc por fogocitos no estimulades voarfe con 2! tino de célulay, en el
caso de macrdfagos, con las condiciones locales del tejido de residencia. Por
e;’em'plo,‘ nevirsfilos no estimulados consumen poco oxT’géno, mientras que macrd-
fagos alveolares no estimulados consumen considerables cantidades de oxlgene via
el metabolismo mitocondrial. Todas Yas células fogoctticos, sin embargo, presen-
tan grandes incrementos sobre sus proporciones basales de consumo del oxigeno
después de la exposicidn a partfculas fagocitables u otros estlimulos apropiados.
Este incremento en el consumo de oxlgeno es insensitivo al i8n cianuro, por 1o que

no tiene relacién con la produccidn de energfa mitocondrial. También se produce

un marcado incremento en la produccidn de perdxido de hidrdgeno ( H202 ), v
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de un doble a un triple incremento en la oxidacidn de la glucosa via la acti-
vidad de la hexosamonofosfaro { 18,43,48) ( Ver Figura 3).

Acfi\;acidn del aceleramiento respirc.:forio. Envuelve una compleja serie de
evenios que siguen ala interaccidn del estimulo con la membrana blasmdﬁco

del fogocito. La aetivacisn puede ser realizada por muchos agentes, tanto par—
ticulados como solubles ( 1, 13, 14, 52) y no requiere ni de fagociiosis ni de des~
granulacidn pora llevarse a cabo. Energla es necesaoria para la activacisn, Bajo
olgunas circunstancios Ta activacisn es reversible. Aunque las bases molecul»cres
de la cctivacidn son poco entendidas, la siguiente secuencia de eventos oscurre en
respu.esfa a un estimulo opm;;iodo:‘

10 segundos. 30-60 seg..
ESTIMULO | - = | DESPOLARIZACION
DE LA MEMBRANA

PRODUCCION DE J
SUPEROXIDO
INCREMENITO EN

ENZIMAS LISOSO

LIBERACION DE J
MALES

v

La despolarizacisn de la membrena precede a la embestida de la genera-
cidn de supenfxicb; el cual se produce simulténeamente con la desgranulacisn y
con cambios en los niveles de AMPc,‘ lo que sugiere ﬁue ninguno de los dos dlti-
mos eventos estén inwlucrados en la produccidn de supersxido mediante la gene-
racisn de enzimas. Recientes estudios sugieren que las proteasas pueden estar in-
wlucradas en los caminos bioquimicos primariamente a la activacisn del arranque
respiratorio. cuando menos en ciertas instancias. Algunos inhibidores de protesas
naturales y sint€ticas son hallados por deprimir la generacisn de supersxido cuands

los agentes concanavalina A y citocalasina E son usados como esttimulo ( 18 ).
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FIGURA 3

ESQUEMA DE LAS BASES BIOQUIMICAS DEL ACELERAMIENTO RESPIRATORIO

/-

Oxidasa

f

-

HCIO

Halums

]

NAD

NADHp
\_/

.

NASE  NADPH,

]
|
|
|
Transhidrogenasa |
)
}
N~ }

Glu-6-P

\[ ciTosoL )

NADPH,,

H20

Mieloperoxldc:sa
(_FAcosoma )

NADP

Glu-6-P

|
V'fq Hexosa monofosfato

Catalasa Y/ 2 Oy * HZO
HyOp —

N

2 GSH GSSG

NADP/\NADPHZ
\_/

Glu=6-P V75 Hesxosa monc -

fosfato /

El oxlgeno es reducido o superdxido (02-) por una oxidasa, Algunos investigadores

creen que el NADH, regenerado def NADPH por una iranshidrogenasa o por otros

meconismos; es el donador de hidrogénos para esta oxidasa (Esquema A) . mientras

que otros favorecen la reduccidn directa del oxigens por el NADPH (Esquema B).

E1 NADPH es regenerado del NADP por el camino de la hexosa monofosfato (HMP),

El superdxido es posteriormente reducido a perdSxido de hidrogéno, el cual puede

reaccionar con superSxido para formar radicales hidroxilo (OH7) o generar aldhet-

dos bactericidas por oxidacién de constituyentes bacteriales en la presencia de fones

haldgenos y mfe‘operoxidqsa,. liberados estos al fagosoma por desgrenulocidn. El

H205 que se escapa fuera de! fagosoma es destruido por la catalasa o reducido con

glutatidn en el citosol y este es regenerado via 1o hexosamonofosfato ( 48 ).
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Algunos mecanismos de muerte dependientes son postulados por ocurrir en
“los fagocitos bajo un s81ido camino experimental; el mecanismo per&xido—halum'-
mieloperoxidasa, y un mecanismo empleando radicoles oxidontes altamente rec-
tivos. Otros mecanismos han sido propuesios, pero tienen poco cpoyo experimen-—
tal como los prin;ercmenfe mencionadbs.
La mieloperoxidasa es una hemo-enzima presente en altas concentraciones
en los grdnulos azigrofilos. Esta es un constituyente de un sistema microbicida
cuyos otros componentes son el perdxido de hidrogéno y los fones hulogénos.' Es-
fos sirven como substrato para la peroxidosa, ta cual cataliza su conversisn a
HOC| y HoO, EY HOC] es el principal agente microbicida en este sistema. La
existencia de este sistema microbicida y su presencia en los neuirsfilos fue denos-
trada por Klebanoff, quien presentd que los aniones yoduro vienen covalentemen-
te fijados a las protethos de parttcules ingeridas. La mieloperoxidasa es descarga-
da al sitio de operacidn, el fagosoma por desgropulacidn. Los fones halogéno pro-
bablemente entran por difusién y como se menciono antes, el H,O0j es sintetizado
o concentrado en el fagosoma. Tanto el clorum o yoduro intracelulares pueden
servir como un cofactor para octividades bectericidas de este sistema y el yoduro
puede igualmente ser despojado de las hormonas tiroideas por los fagocitos v subse-
cuentemente fijado a la bacteria ( 18, 48 ). Los hallazgos de que este sistema
puede clorar bacterias intactas y puede mediar la oxidacisn de grupos amino y
sulfhidrilo de protelnas. sugieren indirectamente que- ta muerte puede resultar a

través de la alteracisn de macromoléculas esenciales ( 18 ).
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Los fagocitos han sido presentados por producir radicales oxidantes altamen -
te reactivos, incluyendo los radicales hidroxilo y posiblemente otros. Estos rodi-
cales originados por la reacccidn de 02— Y HZOZ { conocida como la reaccisn de
Haber-Weiss )} requieren hierro como catalizador. Los radicales oxidentes reccti-
vos pueden matar bacterias tanto en sistemas artificiales como en los mismos neutrd-
filos. Los radicales oxidantes probablemente representan los efectores proximos en
Tos sistemas microbicidos independientes de mieloperoxidasa que requieren oxTgeno
en los neutrdfilos, Tampoco es conocide como ellos matan a las bocterias, pensan-
dose en su habilidad para dafiar al DNA, sugiriendo que ellos pueden actuar por
destruccidn del genoma, Otos agentes que han side postulados como efectores en
Ta muerte aersbica, swon el HyOg, el 02- por st mismo, y el singlete de oxlgeno,
El Hs02 «8lo es débilmente microbicida y puede actuar con esta capacidad en neu-
tréfilos, particularmente en combinecidn con Gcido oscrbico. El 02-; es sorprasi-
vamente inocus y no parece jugar un popel en la muerte bacterial por los neuhs-
filos, excepto como un precursor de més pofenfés oxidentes. El singlete de oxigeno,
una forma excitada electrdnicamente de! oxlgeno, ha sido postulado como un agente
microbicida primario sobre las bases experimentales con reactivos secuestrantes del.
singlete de oxlgeno y estudios de quimioluminisencia, en neutrsfilos. Sin embar-
go, la evidencia es ambigua, pomque ni fa emisién de luz, ni los reactivos secues-
frantes son especificos para e“ singlete de oxfg;eno. Ademds consideraciones ted-—
vicas que el singlete de oxlgeno, si es formado, es improbable que pueda sobrevi‘-

vir mucho tiempo como para hacer domo. Por lo que se considera, que el singlete

de oxigeno tiene poca o acas ninguna funcidn en la muerte microbial por los neu-

tréfilos ( 18, 48 7.
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d ) Meconismos microbicidas de los fagocitos mononucleares. El armamento mi-
crobicida de los fagocitos mononucleadres es similar al de neutrsfilos, pero difie-
re en dlgunos aspectos. Como en los neutrSfilos la lisozima y el H202 son impor-
tatites agentes bactericidas. Pero los fogocitos mononuclaares 1o tienen muchas
de las protefhas catidnicas de los neuirsfilos, ni tampoco contienen lactoferring.
Ademés, los monocitos y algunos maerdfagos tienen menos mieloperoxidasa que
los neutrsfilos, y los macrSfagos alveolares no han sido vistos por presentar mielo-
peroxidasa en sus grénulos. Los macréfagos alveolares tienen octividad catalasa y
alguna de esta octividad reside en las partlfculas citopldsmicas que desgranulan,
causando esta catalasa por entrar al fagosoma. La catalasa puede actuar como
una peroxidasa, por eiemp‘o; catalizando Ta oxidacidn de subsirotos en la presen-
_efa da HpOs, y tiene actividad entimicrobial a un pH Geido en la prasencia de
fones halogénos y HoO3z. La peroxidacisn de ‘fgidos.,' la cual ocurre en macréfa-
gos alveolares y en monocitos humanos, puede ser otro mecanismo 'por el cudl , es—
tos macwfagos potencion 1a aceidn microbicida del H202, porque el maloniidial -
dehido. un catabolits de 1Tpidos pawxidcdos,. tiene octividad entibacterial ( 48).
Los macréfogos estimulados o expuestos a adyuventes inmunolégicos o cultivados
en la presencia de protenas digesﬁble-s o linfocinas. tienen mds actividad bacte-

ricida { 1, 13, 14, 52, ) que las de las células sin estimular, por un némero de

razones:

1) Los mocréfagos estimulados en relacisn a las células no estimuladas puden in-
gerir partfeulas més répidamente.
11 ) Tienen un contenido mucho mayor de enzimas hidrol ftices.

i Deséargcn més de esta actividad enzimética dentro de los fagosomas.
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iv ) Hay evidencia de una gran actividad oxidativa, sugiriendo que ellos ﬁenenJ

incrementada la formacién de perdxido de hidrogéno.

La degradacidn de los microorganismos, a pesar de la eficiente muerte es
?ncomplem: La persfsfenc?d de material ingerido en los macréfagos es morfold~
gicamente evidente en los lisosmas secundarios de &stas célules, ics‘ cuales contie-
nen ruinas de microorganismos degradados porcialmente. La dusencia de tales es~
fructuras en los neuirdfilos es un reflejo de la corta exfensidn de vida de &stas
células. La falla de los fagocifos part; degradar @ los microbios completamente
es una consecuencia del material fan estable de la pared celular que previene el
acceso de enzimas digestivas @ las macromoléculas suceptibles de los microorga~
nismos, Que los fagocitos de otro modo serfun capaces de digerir tales molécu=
las es evidente por la denpéﬁédé—hébﬂ!déd de los mucrdfagos para degradar pro-

tefhas solubles que ellos han fagocitads ( 48 ).
D, EXOCITOSI1S.

Después de destruido el microorganismo y digerido, el fugosoma puedé expe-
rimentar exocifosis, lo que limpia a la céluvia de todos los desechos. En realidad,
en el caso de los neutrsfilos, digestisn y exocitosis no pavecen fener mucha impor=
tancia ( aunque sTla tiene pcm: los mmcibs-wﬁcrﬁfagos'): Parece ser que cosi
fodos los neutrdfilos mueren después de permanecer en los exudados por un corfo

perfodo de tiempo y @ su vez son fogocitados y digeridos por los macrsfagos ( 8 )7
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V1. EVALUACION CLINICA DE LA FAGOCITOSIS,

Existen diferentes pruebas de laboratorio empleadas en la clthica para eva-
fuer la funcidn fogocitaria en pacientes con diversas enfermedades, tento en hu=
manos ( 10, 32, 49, 50), como en animales ( 22, 41, 51 ), Todas éstos
pruebas pretenden en su conjunfo, evaluar las etapas principales del proceso
fagocTtico, aungue una més pracisa y correcta evaluocidn de &stas funciones es

medirlas por separado ( Ver Ebla 2 ).

Vil. DESORDENES DE LA FAGOCITOSIS,

Existe una numerosa y creciente lista de enfermedades congénitas y adquiri-
das, 1a mayorla de ellas de reciente descripcisn que se asscian con aﬁomal fas
da T funcidn de los neutrsfilos y del sistema monocitos-macrs$fogos. Estas pue—
den ser debidas o defectos que radican en los fagocifos o a mediadores de su
funcisn ( Ver Tabla 3 ). '

Otros factores que provocan desordenes en .'la fogocitosis. que no estdn aso-
ciados a Jos anteriores son una inadecuada nutricisn ( 51 ) y la inmodurez de
los células fagocitarias en los enimales neonatos { 32, 38, 49 ). Es de resaltar
que esta inadecuada funcisn fagocitaria resultente de la inmadurez de 1as mismas
células, se presentano s5lo en este mecanismo ?neséeclﬁco de defensa, sino en
‘otms rnucho's niveles del sistema inmune. Ha sido reportado que los animales neo-
natdles de casi fodas las especies son relativamente inmunodeficientes o .pesar de
las amplias diferencios en su madurez fisiolSgica y en el desarroiio timico ol na-
cimiento. Varios mecanismos han sido postulados en el hombre y en algunas es-

pecies onimales por conirubuir a esta Inmunodeficiencia neonatal; como una ca-
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TABLA 2

ETAPAS DEL PROCESO FAGOCITARIO Y LAS TECNICAS

EMPLEADAS EN LA CLINICA PARA EVALUARLAS ( 44 ).

ETAPAS

PRUEBAS

1. Movilidad aleatoria

Méiodo del tubo cepilar

2, Quimiotaxia

Método de la cémara de Boyden

Emigracién radial de los leucocitos

3. Reconocimiento

Pruebas de rosetas para determinar la presen-
cia de receptores para C3b e IgG

Cuenta directa mediante microscopla ordinaria

4, Ingestidn

Estimacién de la radiactivided fijada a la célula
después de la ingestidn de una partfeula marcade
con radiectividad

Medicisn de algdn 1Tpido facilmente tefiible

5. Desgronulacidn

Prueba de 1a fagocitosis frustada

6. Metabolismo
oxidativo

Prueba de la reduccidn del colorente nitroazul
de tetrazolio

Quimioluminisencia

7. Muerte intracelular

Cuenta del ndmero de unidades farmadoras de
colonias
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TABLA 8

DESORDENES DE LA

FAGOCITOSIS

FUNCION
AFECTADA

FAGOCITOS AFECTADOS

NEUTROFILOS

NEUTROFILOS Y FAGOCITOS
MONONUCLEARES

Produccién de
los fagocitos

Neutropenias ¢congénitas
y t8xicas

Deplecidn eén la mé&dula (Leuce-
cemias, aplasia, fibrosis)

~ Locomocidn y
Quimictaxis

Ingestidn

‘Neutrsfilos inmaduros o
tdxicos en algunos pa-
cientes sépticos

Hipomotilidad de neutré-
filos asociada con una de-
ficiente polimerizacisn de
actina : -

'Sindrome Chediak-Higashi
'"Deficiencia de C3
""Deterforada activecién de C3
"Deficiencia de anticuerpos

""Complejos inmunes

Desgranulacidn

Deficiencia de grénulos’
en los nevtrdfilos

Deficiencia de mieloperoxidasa

*Sindrome Chediak-Higashf

Produccién de
perdxidos

Enfermedad granulomatosa
crdnica

Deficiencia total de Glucosa~
b~fosfato deshidrogenasa

(49 )

Anormalidad celular

Anormalidad humoral,
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rencia de IgM y una inadecuada produccisn de 1gG; el limitado almacén de re-
serva de Jeucocitos { 7 ); bajo ndmero de feucocitos circulantes y altas inci-
det;cios de linfoeitys inamaduros ( 33 ); baio.s niveles en algunos componentes
del complemento ( 16 ); la deficiencia enddgena de fibronectina plasmética

( que es una opsonina inespecifica) y le inhabiiidad para su sihlesis por porte de
los monocitos~-macrdfagos { 4. 26 ); una disminuida capacidad en la funcidn re-
ticuloendotelial del bazo ( 17, 35 ); y una deficiente actividad microbicida de
los fagociios neonatales { 22, 31 .51 ).

En humanos se ha reportads que los PMN neonatales son relativamente defi-
cientes en su habilidad para moverse hacta un definido estfmulo quimitéctico. to-
dos fos estudios concuerdan, tanto utilizando el método de la cémara de Boyden
{ 29, 31, 39 ), comé con unc; téenica denominada eiqs'rimah“fa { aspirecidn cé-
‘u|ur), donde Miller { 31 ), hallé que los PMN neonatales humanos son célu-
fas dltamente rigidds que requieren grandes cantidades de presidn negativa para -
la aspiracidn hacTo una pipeta, Existen datos conl:rovelsiales entra fos PMN y
los mononucleat:es-en»cuamo al movimiento, ya que algunos autores han encon-
trado una disminucién en el movimiento de los PMIN neonatales y Kretschmer y
cols. { 27 ) encuentran que la capacidad locomotiva thirinseca de los monoci-
tos de cordén umbilical es comparable a la de monocitos adultos, como es eviden-
ciado por su normal movilidad al azar. Kretxchmer, ademés, enconird que los
monocitos de corddn umbilical tienen un movimiento normal cuands son estimula-
dos por linfocinas derivadas de linfocitos de adulto, pero no cuendo son estimu-
lados por !infocinas provenientes de linfocitos de corddn umbilical de neonats,

o cual contrasta con la cast normal respuests quimiotéctica de los monociios de
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adulio a tales linfacinas. Lo que sugiere que la deficiente respuesta de Ios mo-~
nocitos de sangre de corddn umbilical puede derivar de un inhibidor de la qui~-
mio taxis de los linfocitos neonatdles dirigido contra un receptor sSlo hc:"od? o~
bre los monocitos neonatales ( 27 ). Pchwa y cols. { 31 ) hallan de normal
a incrementada el movimiento de los mononucleares neonatales, con 1a misma
técnica anterior, lo que sugiere una dicotomla en la respuesta de los PMN -y
mononucleares de recién nacido. Estudios no publicados por Miller apoyan lo
anterior y estudios preliminares de deformabilidad de monocitos hen rendido re-
sultados normales., En cobayos, se .ha reportado que la actividad quimiotéctica
se incrementa aproxidamente 6 veces en adulfos cuando son comparados con ani~
males de una semana de edad, siendo el 75% de las células ensayadas macréfa-
gos peritoneales ( 51 ),

En cuanto al metabol ismo oxidativo, en bovinos se ha reportado que la re-
duceidn del nifroazul de tetrazolio { NBT), y la reaccisn de yodonizecisn, la
cual evalGa la actividad del sistema antimicrobial mieloperoxidma-hslurc~pers-
xido de hidrogéno. en los neutsfilos estén disminuidas en onimales jSvenes de 4
a 5 semanas y persiste la deficiencia hosta lo onceava semana en el caso de la se-
gunda prueba { 22 ). En humanos también se ha explorado mucho la posibilidad
de un defecto en el metabolismo oxidativo y se ha encontrado que la reduccisn
del NBT es de norm.cl a aumentada en los PMN del neonato, en comparacisdn de
fos de adulto. La actividad de 1a vla de hexosa monofosfato { HMP ) en 1os PMN
de recién nacido en reposo y estimulados es més alta que en los PMN de adulte
control. Aunque- la proporcidn de fogocitosis asociada a la actividad de la via

de HMP en reposo es més baja en infantes recién nacidos; sugiriendo un posible
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defecto ( 24 ).. La quimioluminisencia, la cual es iniciada por e! aceleramien-
to respiratorio, también ha sido reportado por estar d?sm?nuidc; en algunos neona~
tos humanos ( 2, 31 ). Estudios hechos por Ambruso y cols. { 2 ) demuestran
en coniraste a la normal o incrementada produccién de anién Superdxido, un sig-
nificativo defecto en la produccidn de radicales hidroxilo en los PMN neonata~
les. La razén para esta discrepancia no es clara. Pero como con fa produccidn
de ofros importantes rnefabolilos; es probable que la generacidn de radicales
hidroxilo es una rec:ccics;'l reguldda por la célula, esto es, que el proceso puede
requerir una o mds enzimés, las cuales pueden estar deficientes en el neonato.
En macréfagos alveolares de conejo se ha encontrado que la actividad antimicro-
bial no se encuentra bien desarrollada hasta después de la primera semana post-
natal 'y han sido hechas mediciones de protetha, DNA, RNA ¢ concentraciones
do fosfolipidos, revelando alios niveies de todos estos componentes en el tempra-
no perfodo postatal y disminuyen durante el primer mes de vida, Ademds se han
enconirado elevadas cantidades de enzimas al nacimienfo} como por ejemplo; la
glucosa~-b6~fosfato deshidrogenasa, 6-fFos'Fogiuconaf;> deshidrogenasa, loctaio des-
hidrogenasa y malato deshidrogenasa, presentando disminuciones durante el primer
mes, siendo mds prominentes &tas, en la primera semana, De més interes, es la
misma tendencia en las concentraciones de enzimas lisosomales como fosfatasa &ci-
da, DNAgsa, catepsina D yla lisozima ( 6 ).

En resumen, en los neutrsfilos neonatales humanos se ha encontrado que res-
ponden con los normales desafios bacteriales in vitro tan eficientemente como los
neutrsfilos de adulto, sin embargo, éstas células tienen una disminuida capacidad

para la locomocidn, una disminuida deformabilidad, una deficiente fagocitosis
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en bajas conceniraciones de suero, y una disminuida ﬁuimioluminisencia. Estos
sutiles defectos en la funcidn pueden ser amplificados por un exagerado desafio
que puede estar relacionade a una alta incidencia de sepsis duron>fe el pertbdo
postanatal ( 38 ),

E! sistema de monocitos-macrSfagos de neonatos, ha sido presentado por
contribuir en ofras inmunodeficiencias aparte de la ya estudiada- en la fagocito-
sis. Utilizando a la rata como modelo experimental, se ha demostrado que los
monocitos y macr$fagos presentan un defecto en la octividad cooperadora hecia
células inmunocompatentes T o B, que se traduce en una incapacidad para pro~
ducir ‘mticuerpos en respuesta a antlgenos timo-dependientes hasta la 4-6a, sema-
na de vida, Ademés 1as ratas neonatales son altamente suceptibles a Lysteria
monocytogenes, ya que sSlo es requerida una DLsg de 1/1000 de la que es ne-
cesarla para matar ratas juveniles, Tombién ha sido establecido el alto grado de
induccidn a la folerancia inmunoldgica especifica en rates recién nacidas. Es de
interds remarcar éue todas estas inmunodeficiencias se éorrfgen cﬁando son irang-
plemtados moerdfagos de adulio a los animales neonatos. Lo éuo wgi;re qﬁe fos
defectos en la produccisn de anticuerpos, la foleroncia inmunolégica y suceptibi-
lidad a clertos micmorgcnismos,- son debidos a la incapacidod de los macréfagos
para proveer una adecuada octividad cooperadora, més que a una deficiencia Th~
trinseca en los linfocitos Ty B { 7 ). Seha encontrado que una inhibicién en la
funcisn de Ios' macréfagos neonatales es debida, al menos en el caso del bloqueo
de la resg;uesfa c'!e Tas células T dependiente de macrdfagos contra el derivado
proteico purificado ( PPD ), a los anticuerpos matemales dirigidos contra antige-

nos de clase 1l del complejo principal de histocompatibilidad. El blogueo de la
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ﬁmci&ngde los macrdfagos de neonatos por tales enticuerpos puede resultar en '
una tolerancia ironsitoria o una "no respuesta” a antigenos excenos { 19 ).

En To que respecta a cerdos, Upcott et al { 25 ) hallaron que sSlo 2 de 13
muestras tomadas de cerdos en la e.rapa fotal do 35 dfus y una de 5 muestras  toma-
das a los 40 dfas tienen algdn leucocito. De los 45 dfas en adelaente, tonto célu-
las Tinfoides y mieloides son observadas en muchos espectmenes. El conteo de cé~
Julas blances se incrementa de 0.46 a los 35 dias 0 4.32 X 109/| a los 114 dlas
de gestacidn. Durante el perlodo fetal. los linfocitos predominan excepto entre
fos dias 45 y 66 y otra vez al término e inmediatamente después del nacimiento,
cuando una neutrofilia usualmenta acontece. Brooks y Davis ( 25 ), halla-
ron una predominancia de linfocitos a los 98 dfas de gestocisn ( 87.5% ), dis-
minuyendo o 48,5% al nacimiento , con un correspondiente increments de neutro-
filos. Waddill et df i 25 ),' encontraron cerca de 60% de neutrsfilos al naci-
miento, El cuadro de leucocitos en los cerdos recién nacidos , antes de la inges-
tidn de calostro, semeja mucho ol de! Gtimo per!bdc; fetal . En una muestra de
sangre tomada enseguida, pero dentro de las primeras 12 horas posteriores al naci-
mienlo; los neutrdfilos, invariablemente, exceden en nGmero a los linfocitos, pro-—
mediendo alradedor de 6.0 X 10771, pere con un amplio range (3.0 - 15,0 X 1071).
Et nﬁmero‘cbsoluto de linfocitos se incrementa y el de neutrsfilos decrece., las cur~
vas se enirecruzan durante la primera semana o 10 dlas de vida, resultando en un
cuadro de linfocitos predominmte'; el cual, permanece como cora'cferfsﬁcu del cer-
do sano por el resto de su vida ( 25 ). McClellan at al alrajeron la atencidn a un
pico de linfocitos ocurrido a los 3 meses de edad en cerdos miniatura. pero esto a

escapado a fa observacisn de otros investigadores, los cuales se han enfocado ha-



- A8 -

cia los porcen‘ruies relarivos;" més éue a los nimeros absolutos de linfocitos y
neutrsfilos. Observaciones de Imlah et al ( 25 ) indican que dentro de las 12
horas del hacimiento los linfocitos usualmente en ndmero de 2.0 a 5.0 X 199/1 .
se incrementan paulatinamente hasta los semanas 9 y 15,. donde son significativa~-
mente mds alios que en los perlodos precedentes'y subsecuentes. Durante el perfo-
do de alto conteo, muchos cerdos presentan uno, o algunas veces dos distintos pi-
cos de iinfocitos, que en promedio son de 15.6 @ 20.0 X 109/1, per puedsn ele~
varse hasta 30,0 X 109/| y r§presenh:r més del 80% de la cuenta total de leucoci-
tos. Durante estos picos, quizd 20% de los linfocitos serdn células muy pequefias,
con un ﬁﬁcleo esférico tefiido densamente con pt;co o no visible citoplasma. Tales
picos son tramsitorios y declinan répidamente, de modo que pueden fcilmente es—
capar a la observacisn, MceClellan et ol ( 25 ), hallaron un pico de neutrsfi-

los en cerdos miniatura, el cual coincide con el pico de linfocttos. El conteo de
Q9

roseias de neuirdfilos de menos de 4.0 X 10 /i aF momenio del desiefe, a arriba de
6,0 X 109/l a los 3~6 meses, y declina a un nivel de adulto de cerca de 4,0 X
'!09/L Imiah y Me Taggart ( 25 ) no han hallado tales picos de neutrsfilos en
cerdos Large White‘,. excepto en respuesta a a!gunos‘cumbios en enfermedades. Es
posible que los altos conteos de neuhsfilos encontrados inmediatamente después
del nacimiento tengan una etlologla similar, de modo que conteos de neutrsfilos
qﬁe exceden alrededor de 5.0 X 109/ i, pueden ser indicativos de algén cambio.

En otros trabajos donde se ha estudiado el proces de maduracidn del sistema
inmdne del lechsn lactante, los resultados muestran éue en las primeras semanas

de vida los leucocitos totales estén en bajas concentraciones; esto se debe a que

hay pocos linfocitos, monocitos, neutrdfilos segmentados; en banda y eosinsfilos.
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Sin embmgo',} a medida que avanza la edcd: las diferentes poblaciones leucoci-
tarias von qumenkmdo y a Ic; octava semana comienzan a tener valores de ani-
males adul qu; AsT mismo en los valores de las subpoblaciones de linfocitos se ob-
servé que la concentrocidn de linfocitos T espontmeos o totales y T de alta ofi-
nidad o moduros; al nacimiento la concentracidn es baja y cqumenta con la edad;
lo opuesto ocurre con los linfocitos T autslogos o inmaduros indicando que hay

maduracién de las células conforme aumen fa la edad. Er lo que respecta a los

linfocitos B, que expresan receptores para la fraceisn Fe de Tas inmunoglobulinas
y para C3b del complamenfo; se enconirs que sus valores son bajos al nacimiento
y se incrementen con la eded. Estos resultados ven de acuerdo con la literatura en
que la aparicidn de estos receptores es indicatiw de madurocidn celular, En los
linfocitos "Null" se determing que con el tiempo hubo una ligera disminucidn lo
que podrla ser indicativo de que hay maduracisn de células que pasarfaun a ser
Vinfocitos To B ( 11 ),

Estos resultados indican que los cerdos durante laos primeras semonas de vida
tienen su sistema inmune inmaduro, pues la concentracisn de los diferentes tipos
de células es menor que en los animaoles adulios y 1o opucste con las células indi-
cadoras de inmadurez, dltas incidencias en la teﬁ:pnanu vida mshatul y luegen

disminuyen en ndmero al pasw del tiempo.
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VHI, JUSTIFICACION,
Los avgnces tecnolSgicos en la industria por;:ina que hen ocurrido en México
en fos Gltimos afios nos  han colocado en uno de los primeros lugares dentio de
Ta produccisn de came de cerdo en Latinoamerica. La porcicultura al inicio
de la presente década. ocupd el Primer Lugar en el abasto nacionalA de came.
posicién ﬁua cado dia reafirma a pesar de ia reduccidn de inveniario de esta
especie, originada por una disminucisn en el consumo, baja rentabilidad,
problemas a los que se suma el saniterio. en los regiones de mayor pmoduccisn,
donde una serie de complicaciones en formo al "Cdlera”, '"Rinitis atdfica" y
“Hemofilos" ( 33 ) estén diezmando las explotaciones porcinas. La grave—
dad del problema sanitario ha o‘riginado la necesidad de conocer el proceso de
maduracisn del sistema encargado de la defensa del animal contra las infeccio -
r::::' c3 ..ec!r.,. su sistenia inmukie. Se esid estudiondo este pocess de madura—
cidn en el lechsn lactante y como parte de este f-raboio_se evaluaron los nive-
les fagocitarios de los cerdos desde el ‘nacimie.nro y durente las 10 primeras se~

manas ds vida Y se compal;nmn con los de animales adultos.
. IX, HIPOTESIS DE TRABAJO,

Determinor si los cerdos pres;nfm inmadurez en un mecanismo inespecifico
de defensa. tal como es la fagocitosis, que pudiera contribuir a las altas inci-
dencias de morbilidad y mortalidad presentes en la lactancia, debidas princi-
palmente a infecciones de tipo respiraiorio y digestivo, donde la funcisn fa-
gocltica es.fundamenfal en la resistencia de! hospedero para menteherse libre

de microorganismos patSgenos.
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X, OBJETIVOS,

Determinar el porcentaje de células

de sangré periférica aptas para fa-

gocitar, el ndmero promedio de

levaduras que ingiere cada fago-~
cito y la capacidad de produccidn
de substancias microbicidas de fos
cerdos desde el necimiento, has-

ta las 10 semanas, 6 meses y 2

afos de edad.

Estabiecer a que edad los cerdos
alcanzan la madurez en los nive-
les fagocitarios y comparar estos

valores con |ovs de humanos aduf-

tos { 23 -26 aros ).
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XI. MATERIAL Y METODQOS,
1. DISENO EXPERIMENTAL

~ t— Cubreobietos

(" Incubacién a37°C/ 1 hora J
3
L Desprender el codgulo )
(2

( 3 lavados con sol. salina al 0.85% j
f
) v v

e vi=((5]) ([21) ({8l

Medio esencial \ Medio esencidl
minimo mihimo
+ + ,
1 5X10%1ev/ ml 5X 106 lev/ ml
+

1 ml NBT ol 0.1%

Incubacién a 37° €/ 1 hora -

c

.| 3 lavados con o). salina af 0.85% l\l<

(

Tincidn safraning J Dinc i6n Wright-Lehisman

UL

E (\‘-<

Contar células que habiendo {” Contar células que fagocita-
fagocitado levaduras reducen rén y el ndmero promedio de
el ecolorante NBT a un color levaduras endoc¢itadas por
azul. ’ fagocito
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2. MATERIAL BlOl_.OG iCo,

En el estudio del efecto de la edad en los niveles fagocitarios se utilizaron
80 cerdos de diferentes razas desde el nacimiento hasta las 10 semanas de vida,

6 meses y 2 afios de edad, pertenecientes o fa granja experimental porcina
*Zapotitldn" de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM,

En el caso del estudio comparativo de los niveles fagocitarios enire humanas
v cerdos, los primeros son 10 adultos {6venes { 23 =26 afios ) y los segundos
son 8 cerdos de 6 meses de edad y 2 cerdos de dos afios.

3, LAVADO DE CUBREOBJETOS.

Se lava cada cubreobijetos con una solucién detergente ( Inalimpia ) frotén~
dolo con los dedos y enjuagando con ogua corriente. Se introducen en Gcido
sdlfurico concentrado v calentado ligeramente durante 1 hora. Se tomon los cu— |
breobjetos con pinzas de exiremos p!&nos Yy rse enjuogan en una serie de vasos Gue
contengan agua coniénfe; destilada y bidestilada sucesivamente. Se colocan los
cubreobjetos en posicidn vertical sobre papel abforbents, se déicn secar y se
guardan en cafas petri ‘para su esl-erﬂi.zackin por calor seco.

4, PREPARACION DE LEVADURAS,

Se pesant 10 gramos de levaduras de pan { Saccharomyces cereviseae ) dis—

gregéndolas en 250 ml de solucidn salina ol 0.85%. Se heocen 3 lavados con’

{a misma so‘ucidnv, centrifugando a 2500 rpm/ 10 minutos. Se resuspende el
sedimanto en 50 ml de solucidn salina y se cuenta el nimero de levaduras en cé~
mara de Neubauer tififends con cristal violeta, Se ajusta la suspensidn a una con-

ceniracién de 5 X 106 levaduras/ ml, mediante las diluciones necesarias. Se en-

vasa la suspensidn gn frascos dmpula de 50 ml, se sellan y esterilizan a 15 1b. de
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presién durante 15 minutos, quedando listas parc su uso o conservacién a 4° C.
5. OPSONIZACION DE LEVADURAS,

Al momento de usarse las ievadums; se les adiciona suero -fresco que debe ser
de una especie homoldga ( en el caso de humanos el suero proviene de la misma
persona que doné la sangre y para los cerdos se obtuvs de 2 animales adultos ) a
razén de 1 m! de suero por cada 10 ml de la suspensién de levaduras, Se incuba a
37° C durante 30 minufos y posteriormente se hacen 3 lavados con solucidn salina
al 0,85% y finalmente se resuspenden al volumen original,

6. ENSAYO DE FAGOCITOSIS,
Se ﬁbf?ene sangre venosa sin anticoagulante y directamente de la feringa se
. depositan 3 gotas de sangre sobre cada una de los cubreobietos contenidos en una
cémara homeda, se incuba a 37° C durante 1 hora, para permitir la sedimentocidn
'y adherencia de los PMN y monocitos al vidrio. Luego se desprende el codgulo
favendo el cubreobiefos con sol. salina al 0.85% calentada a 37° C a fin de reti-
rar ias células no adheridas al vidrio. Inmediatamente y sin dejar secar los pre~
paraciones se colocon los cubreobiefos en cajas petri de 60 X 15 mm. y se cubren
'OS.C6'U|QS con medio esencial mihimo ( GIBCO, Grand Island, N.Y. U.S.A.)
diluido 1:10 en solucidn salina amortiguada y se les adiciona 1 m! de la suspénsi&n

de levadurcs ( Saccharomyces cereviseae ) ajustadas a una concentracién de 5 X 10

levaduras / ml, A la mitad de los cubreobiefos',' ademds de las levaduras se les
afiade T ml del colorante Nitroazul de tetrazolio ( Sigama Chemical Co., St. Louis,
Mo, U,S.A, ) af 0.1% diluido en solucidn salina al O, 85%-, homogenizando bien
con agifacidn moderada e incubando nuevamente 1 hora a 37° C; lavando 3 veces

con la misma solucidn salina a 37 °C para retirar las levaduras no fagocitades.
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A los cubresbietos que se les agrego el colorante NBT se les tifie con Safranina

( Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo. U.5.A. ) al 0.5%, cubriendo las célu-

las durante 15 minutos y lavéndolas con agua destilada. A los que sSlo se les
ogregaron levaduras se tifien con el colorante Wright ( Merck Sharp and Dohme,
Rohway, M. J. U.S5.A. ) mezclado en una proporcin da 3:1 con Lehisman { Merck
Sharp and Dohme, Rohway, N.J. U.S.A, ) depositando ef colorante a tensidn su-
perficial, sin permitir que se seque durante 8 minutos, agregando agua y homoge~
nizando bien, manteniendo el agua y el colorante 3 minutos més y lavando el cu=~
breobjetos con agua destilada. Llos cubreobietos se dejan escurrir sobrs papel ab-
sorbente y una vez secos se fijan con resina ( Bélsamo de Canadé ). Después de
permitir que se seque la resina, las .preparaciones quedan listas pora su observa-
cién y cuantificacion de {os fugociics con obietive de inmersién { 100 X ) por
microscopia de luz.

7. CONTEO CELULAR,

En las preparaciones que se fifion con Wright-Lehisman se cuenton 500 célu-
las que fogocitan levaduras. Astmismo, se cuenta el ndmero de levaduras prome-
dio que ingiere cada fagocito, determinado en 500 células, expresado como ihdi-
ce fogocttico ( IF ), En las preparaciones en las que ademds de las levaduras se
agrega el colorante NBT se cuentan también 500 células y se cuantifica la pro-
porcidn de fagocitos que reducen el colorante precipitando &ste a un compuests
Hamado formazdn; observandose las levaduras endocitadas de color azul, en com-
paracidn a los fagocitos con levaduras endocitadas de color naranja ( Tefiidas de

este color por el colorente Safranina ) que no 1o reducen, como una medida di-
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recta de la produccidn de fones superSxido y del metabolismo oxidativo de
los fogocitos.

La razén por la cual se eligio esta prueba es por los bajos voldmenes de
sangre que requiere, lo que fa hace adecuada para el estudio en animales y
humanos neonatos y {§venes. Es de importancia el resaltar que &sta técnica
es semicuantitativa , debido a que no se tiene un conhrol estricto en la canti-
dad de células fagociticas que se utilizan y que para llevar a cabo el conteo
celular, éste debe ser realizado por personal familiarizado con la diferencia~
cidn de las cé€lulas leucocitarias, originado porque no todas las células que se
observan son fogocitos. La duracién de la prueba es de aproximadamente un
dia, pero si e nimero de muesiras con ias que se frabaja es graride, puade

requerir de varios dios en realizar el conteo celular en el microscopio.

La‘fécnica es una modificacién hecha en el laboratorio de Inmunologta
Molecular de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas (E.N.C.B.) per-
teneciente al Instituto Politéenico Nacional ( 1.P.N, ) y el laboratorio de

investigacién de Infectologia del Instituto Nacional de Pediatria { 10 ).
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Xil, RESULTADOS,

PORCENTAJE DE CELULAS APTAS PARA FAGOCITAR,

El porcentaije que se encuenira de células aptas para realizar su funcisn es
baje al nacimiento en los cerdos { 54% ) y existen diferencios estadfticas signi-~
ficativas ( P<0.001 ) con respecto a cerdos de 10 semanas { 77% ), 6 meses y
2 arios de edad ( 78% ). Se registra una disminucidn en este porcentaje en la
primera semana { 50%) y ocurre una elevacisdn significativa ( P<0.02) en la
segunda { 67% ), A partir de la tercera semana se encuentra una ligera fenden-
cta decreciente { 59% ), que se hoce més prominente entre las semanas sexta y
séptima ( 52% ), existiendo diferencias estad@ticas { P<0,02 )} en comparacidn
con aninales de ocho semanas ( 66% ). En los cerdos de 10 semanas de edad
( 77%), se alcanzan los niveles de adulto, como en onimales de & meses y 2
afios de edad (78% ) (Ver Tabla 4.y Figura 4).

INDICE FAGOCITICO,

E! ndmero promedio de levaduras endocitadas por fogocito, expresado como
Tndice fagocTtico, es ligeramente menor al nacimiento { 3.3 ), pero no existen
diferencios significativas con respecto « los cerdos de 10 semancs (3.6 ), 6 me~
sos (3.7 ) o de 2 afos de edad ( 3,8), Sin embmgo; a la primera semana se
regisira una disminucidn estadBticamente significativa ( P <0.02 ) en relacién a
los animales recien nocidos y adultes y a continuacién y hasta la quinta semana
se mantienen los valores ( 3.1). Entre las semanas sexta y séptima detectamos
una marcada disminucién en la funcionalidad de los células fogocitices, 2.1 y
2.2 respectivamente, existiendo diferencics estadfsticas ( P<<0,02 ) comparadas

con cerdos de 5 semanas (3.1) y de ocho (3.3 ). A partir de la décima sema~
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na se alcanzan los niveles de adulto { 3.6) (Ver Tabla 4 y Figura 5 ).
EVALUACION DEL METABOLISMO OXIDATIVO,

El porcentaje de células con capacidad de produccidn de substancias micro-
bicidas, evoluadas por Ia reduccisn del colorante Nitroazul de tetrazolio es 1i-
geramente menor en cerdos de 24 horos de nacidos { 81% }, comparados con cer~
dos de 10 semanas ( 87% ), 6 meses ( 87% ) y de 2 afios de edad { 88% ), exis-
tlendo diferencias estadisticomente significativas { P<0,01 )‘. Aqul también se
registra unao ligera disminucién en estos niveles en lo primera semana ( 77% ) y
aumentan significativamente en la segunda { 92% ); existiendo diferencios signi~
Ficativas { P<<0.05). A partir de la tercera semana disminuyen ligeramente los
valores { 87% ), permaneciendo invariablemente constantes, con niveles semejon-

tes a los de cerdos adultos durante el resto deicrecimicnto { Ver Tabla 4 y Figura 8).

ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS NIVELES FAGOCITARIOS ENTRE
HUMANOS Y CERDOS,

Se demostro en este estudio que los cerdos o las 10 semanas de vida alcanzan
completamente los niveles fagocitarios de adultos { cerdos de 6 meses y de 2
aflos ) y que existen diferencias estadfsticamente significativas ( P<0.05) con
los volores encontrados en humanos adultos en lo que respecta al metabo!ismo oxi-~

dotive e indice fagocitico,’ no ast en el porcentaje de célulos aptas pare fagoci-

tar ( Ver Tabla 5 y Figura 7 ).
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TABLA 4

EFECTO DE LA EDAD EN LOS NIVELES FAGOCGITARIOS EN CERDOS

EDAD (n) | PORCENTAE DE INDICE METABOLISMO
CELULAS FAGO- | FAGOCITICO | OXIDATIVO
CITARIAS
24 horas 7 | 54 ¥ 3.2 3.3 % o1 g1 ¥ 10
la. Semana 7 | 50 ¥ 5.0 2.7 ¥ 0.2 77 % 2.8
2a. Semana 7 | 67 T 3.9 2.9 ¥ o.2 2 e
4 .
-3a. Semana 7 |59 T a6 2.8 © 0.1 87 ¥ 11
" 4a, Semena 7 |&en T oas 3.0 T o2 8% T o.8
5a. Semana 7 |57 % a0 31 % o3 8 = 2.0
6a. Semana 7 |52 * 2. 2.1 ¥ oon 84 ¥ 200
+ B + +
7a. Semana 7 52 - 3.9 2,2 = 0.1 84 - 1.7
. + + +

8a, Semana 7 le ¥ 25 3.3 * 0.2 87 < 1.9
9a. Semana 7 |&7 t 40 3.1 ¥ o3 a1 ¥ 1o
10a. Semana 7 77 ¥ 10 3.6 ¥ 0.2 87 T 1.
6 Meses 8 78 = 2.3 3,6 £ 0.2 87 ¥ vz
. . .. . + .
2 Afios 2 78 I 201 3,7 * 0.2 88 - 1.1

(n) =

Expresa el nGmero de animales utilizados en cada
experimento; siendo cerdos diferentes los utiliza-
dos en cada semana. En cada animdl el ensayo se
hizo por duplicado, empleando como medida de
dispersién el ervor estdndar,
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TABLA 5

ESTUDIO COMPARATIVO EN LOS NIVELES

FAGOCITARIOS ENTRE HUMANOS Y CERDOS

CERDOS HUMANOS
10 Semanas 6 Meses 2 Apos | 23-26 ‘Aﬁos
(n=7) (n=8) {n=2) | {n=10)

PORCENTAJE DE . . . +

CELULAS APTAS | 77 = 1.0 78 = 2.3 78 = 2.1 77 %

PARA FAG OCITAR

INDICE + , s _

FAG OCITICO 3.6 = 0,2 3.6 - 0.2 3.7 £ 0,2 2.3

METABOLISMO , E ..

OXIDATIVO g7 11 g7 ¥ 1.,2] 88 £ 1,1| 80

El ndmero de unidades experimentdles utilizados
aparece en cada columna expresado como (n), ca-

da ensayo se hizo por duplicado, empleando como
medida de dispersién el error estdndar,
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PORCENTA JE DE CELULAS FAG OCITARIAS
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10 )
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FIGURA 4, EFECTO DE LA EDAD EN EL PORCENTA JE DE
CELULAS FAG OCITICAS DE CERDQ DE SANGRE PERIFERI-
CA APTAS PARA FAGOCITAR, Cada punto representa el
valor promedio de 7 diferentes cerdos. En coda animal se

hizo el ensayo por duplicado, empl'ecmdo como medida de
dispersién el error estdndar.
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io_'gg_r_urfhi;_._ Uttt tzmdo Ta tineién Wright-Lehisman se cuentan
500 células y se obtiene la proporcidn de fagocitos que endocita~-
ron {evaduras.

et EU— R et e e e e e

;%05%2_; Urﬂlzuab la tincién Wright-Lehisman se cuenton
as y s obtlene ol ndmero promedio de levaduras que in-
glere cada fagocito.
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FIGURA 5, EFECTO DE LA EDAD EN EL INDICE FAGO-
CITICO DE CELULAS FAG OCITICAS DE CERDO DE SAN.-.
GRE PERIFERICA. Cada punto representa el valor promedio
de 7 diferentes cerdos. En cada animal se hizo el ensayo
por duplicado, empleando como medida de dispersidn el
error estdndar.
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”Folﬁgmi’ﬁ '3, Cuando se uttliza fa Fincién Wrighf-lehmm los
ndcleos de las céiuvlas fagoctiicas se fifen.de azui, perm ef cifo—
plasma no es visible, Las levaduras se observen de color gris.
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do oz fogosiies, pem fambifn las levadures, ss tlen do. nmunfa.
El citoplasma granular resalta por la redscaisn def colorante NBT
que ocurre en los [losomas, obserwindose de color axul,



PORCENTA.JE DE CELULAS CON CAPACIDAD DE
PRODUCCION DE SUBSTANCIAS MICROBICIDAS
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FIGURA 6, EFECTO DE LA EDAD EN EL PORCENTAJE
DE CELULAS FAGOCITICAS DE CERDO DE SANGRE
PERIFERICA CON CAPACIDAD DE PRODUCCION DE
SUBSTANCIAS MICROBICIDAS, Cada punto representa
el valor promedio de 7 diferentes cerdos. En cada ani-
mal se hizo el ensayo por duplicado, empleando como
medida de dispersidn el error estdndar,
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Fotografla 5. Utilizndo Ia tincidn de Safremina se observan fogo-
citos ?w habiendo endecttfado levadurss y al mismo Hompe copta-

. el NBT pueden tener lo copocidad pams reducirlo, observdndose los
levaduras de color azul, o conservar su color naranria si la célula
fogocitaria no tiene ésta capacidad.
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Fotografla 6. Utilizando la tincidn de Saframing se cuentan 500
célules que han fagocitads levaduras pera oblener la_ proporcisn
de las que poseen la capocidad pera reducir el NBT,
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FIGURA 7, ESTUDIO COMPARATIVO EN LOS NIVELES
FAGOCITARIOS ENTRE HUMANOS Y CERDOS, Cada
barra representa el valor promedio de 10 humanos y 7
cerdos. En cada caso se hizo el ensayo por duplicado,
empleando como medida de dispersidn el error estdndar.
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: X, DISCUSION,

Los aniamles neonatales de casi todas las especies son relativamente inmunc~
deficientes o pesar de las amplias diferencias que existen en cuanfo a su madurez
fisiolégica y en el desarrollo timico ol momento del nocimienfo. Esta inmunode-
ficiencia se traduce en una dita incidencia de enfermedades de tipo infeccioso en
las primeras etapas de la vida y origina una suceptibilidad a ciertos microorganis—
mos que normalmente en el individuo adulto no se presenta, Tal es el caso de bac—

terias como Lysteria monocytogenes ( 5 )y Streptococcus B del tipo 111 ( 26 ),

de Candida albicans en el caso de hongos ( 2, 15, 31 ) y posiblemente, algu-
nos virus asociados con enfermedades de tipo respiratorio y digestivo,

Tomando en consideracidn que la porcicultura al inicio de la presente década
ocup$ el Primer Lugar en el abasto nacional de carne y segdn datos reportados en
fnvestigaciones hechas hasta el afio de 1985, las enfermedades del cerdo decrecen
la productividad de un 15% a un 40% ( 33 ) yel origende .[a morbilidad y
mortalidad son principalmente enfermedades de fipb infeccioso. Lo anterior ha
originado Ta necesidad de estudiar el perfil inmunolSgico del cerdo desde el na-

. cimiento hasfﬁ las 10 pll-imerosb de vida para fratar de conocer como es que se va
estableciendo el proceso de madurez en el sistema inmune y actualmente han sido
evaluados parémetros de concentracidn de leucocitos totales; ascomo de sus dife—
rentes tipos. También se ha realizado la purificacidn de linfocitos para hacer
pruebas de rosetas y establecer fos volores normales de las dieferentes shbpoblq-
ciones ds anocifos Ty By se ha estudiado también la cinética de absorcidn de
las protefhas del calostro por los lechones recién nacidos ( 33 ). Como parte

de &ste irabajo de investigacidn se evaluaron los niveles fogocitarios de los cer-
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dos desde el nacimiento y durante Tes 10 primeres semanas de vida, con el fin

de comparar estes valores con los de animales adultos { 6 meses y2afos ) v
estudiar si los cerdos presentan inmadurez en un mecanismo inespecifico de de-
fensa, tal como es la fagocitosis, que pudiera contribuir a las-altas incidencias
de morbilidad y mortalidad presentes en la lactancia ( 33 ), debidas princi-
palmente a infecciones de tipo respiratorio y digec‘ti‘vo; donde ia fincidn fagoct-
tica es fundamental en la resistencia del hospedero para mantenerse libre de mi-
croorganismos patdgenos ( &, 23 ).

Se encontré que el porcentaje de células aptas para fagocitar es menor en
cerdos neonafos; mostrando diferencias significativas con los valores encontrados
con cerdos adultes ( P<<0,001). El ndmero promedio de levadures que ingiere
cada fagocitico es ligeramente menor pero no muestra diferencias afadi%ficas; To
que es indicafivo que’ios fogocitos de cerdos neonatos funcionan casi fan bien co-
mo los de c:dulto', aunque existe un nimero menor de células de sangre periferica
fo suficientemente aptas para realizar su funcidn, I;n bovinos se ha reportade que
la capdcidad para ingerir microorganismos ( en este caso St. aureus.) no se en-
cuentra disminuida, sino que ircluso es mayor que en fos animales adultos ( 22 ).
En cobayos.se han encontrads defectos en el ndmero de lévudums ingeridas en ma-
erdfagos peritoneales y dsta funcidn se va incrementando progresivamente con la
edcd; reporfandose un incremento aproximado de 3 veces en el Thdice fagocitico
de adultos, cuando on comparados con animales de una semena de edad (51 ),
En humanos, donde se ha estudiado mds &ste fendmeno, los datos se encaminan ha~

cia dos grupos: en uno se ha encontrado que los neutrsfilos neonatales responden

in_vitto alos desaffos bocteriales tan eficientemente como los neutrdfilos de adulto
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- en la presencia de una concentracién normal o aproximadamente normal de plas-
ma o suero como fuente opsénica. El segundo grupo ha side llevado a cabo ba-

o condiciones de "tensién" in vito o iIn vivo y sugiere que los PMN de neona-

tos estdn deficientes en su habilidad fagocitica cuando son comparados con los
PMN de adultos. Esta aparente dicotomla debe de explicarse con base al andli-
sis de la diversidad de sistemas in vitro ensayados y a la veriabiiidad de ias con-
diciones empleddus;' que ncluyen yur?ables‘ tan imporfantes como la concentra~
cién celular, la concentracidn opsdnica, el tipo de partfeula que ésta siendoin-
gerida y a la proporcién ParteulaFagocito. Ya que se ha encontrado que ta ‘Fa—
gocitosis de levaduras por los PMN de neonatos utilizando un exceso de suero de
10% ésta es tan eficiente como en los de adulto; y en bajas concentraciones de
suero ( 2.5% ) se observan las deficiencics, aunque dste Gltimo dato puede ser do
una limitade significancia clthica, dado que conce,nfrocionec' de 2.5% son rara-
mente cmximcdaﬁ en ;el hombre. En nu.esﬁo estudio empleamos 1. ml de suero pa-
ra opsonizar 10 mi de fevaduras a una concenfracidn de cinco mﬂlonés de leva~-
duras por ml," pero debido a las diferencios de método empleado no podemos ha-
cer una comparac idn equivalente para determinar si nuesira concentracisn de sue-
ro es normal o deficiente. En otros estudios de fagocitosis de neonatos humanos a
término y enfermos; 6 de cada 9 neonafos',A con condiciones tales como di‘arrea:
acidosis, o neumonla son deficientes en su actividad fagoctticd en relacidn a neo~
natos sanos y esfos estudios utilizan concentraciones de suero en exceso da 'IO%;
haciendo é&stos datos més significativos, ya que sugiere la posibilidad de que los
procesos infecciosos pueden acarrear deficienclas en la actividad fagoe hea, pero

es de resalfar que s8lo en los neona!os} ya que en adulfos éstas mis:.m:s enfermeda~
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des no la inducen { 31 ). Por ofra parte, comparando la actividad bactericida

de neufrSfilos con 2 especies de bacterios ( St. aureus y E. coli) a una proporcidn .
de bocterios: neutrdfilos de 1: 1se encqnh3 una muerte comparable en recién na-
cidos y adultos. Sin embargo, a una p;bpb‘h:f&n de 100 : 1 uno marcada defi-
clencia en la capocidad bactericida fue hallada en los PMN de recién nacido (39).
En |os>cerdos’,‘ se encuentra que todos los pardmefros evaluados disminuyen en ia
primera semana, siendo el mds significativo el del Tndice fagocttico ( P<<0,02 )
con respecto al nacimiento y se presenta un importante repunte en la segunda sema-
na en el porcentaje de células fagocitarias y en el metabolismo oxidativo con dife-
rencics ectadlstices signﬂ"icoﬁvc:s' en relacin con la pr?méra semana e ncluso con la
tercera, en el caso del metabolismo oxidativo ( P<0,05). Esta disminucisn en
1a funciondl idad de rlosA fagocitos en la primera semana y el repunte observado en
la segund::, conguerdan con los altos niveles de neutrsfilos en bcmdu.( céluias inma-
duras ) y concentrac jones menores de neutrsfilos segmentados { c€lulas maduras ) re-~
portados en la primera semana y con la fendencia opt;esi-u en la segunda semana,
d?sin?ﬁuc?dn de los neutrsfilos en banda y una mayor cantidad de neutrdfilos seg-
meniudos} 'pmpotc%n que no vuelve a alcanzq:se en ninguna etapa en la vida del
cerdo { 11 ). Todo esto reflefa fos profundos cambios que ocurren en el lechdn
en la lactancia, en el preciso momento cuando la inmunidad de la cerda al lechdn
por medio de la fransferencia pasiva de inmunoglobulinas del calostro va disminuyén—.
do', donde la mdixima concentracién de inmunoglobulinas plasindﬁcdsl se alcanza o
las 24 horas después del nacimiento y decrece progresivamente en los subsecuentes
diis ( 33 ). Los estudios hechos en rrmrcSFa-gos alveolares de conejo sobre las ba-

{as concentraciones enzimaticas que ocurren en Id primera semana de vida y duron-
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te el primer mes en general pudieran explicar esfos cambios, si se encontrara la
misma tendencia en los fagocitos de los cerdos de sangre periférica, ya que ex-
plicarfa los relativamente altos niveles fagocitarios ai nacimienio, donde por und
parte, enzimas que participan en la via de lo hexosa monofosfato y en la muerte
"y degradacién microbial estén elevadas al necimiento y disminuyen dramdticamen-
te en la primera semana, en donde encontramos los niveles fagocitarf os mds bajos.’
Ademds enzimes destoxificantes como la catalasa y 1a superSxido dismutasa, funda-
mentales para mantener la integridad de la célula y por ende una adecvada funcién
fagocTtica, presentan el mismo cuadro ( 6 ). Aungque lo anterior no explicarfa
porque en la segunda semana aumentan significativamente los niveles fagocitarios
y Tos niveles enzimdticos no aumentan en la misma proporcisn, donde es de resal-
tar que es aqul que el metabolisme oxidative alcanza su mayor nfvel; superior
incluso que el de fagocitos de adulto ( P<<0.05),

Prosiguiendo el anélisis, enconimrrbs'que el-porcentaje de células con capa-
cidad fagocitaria v el fhdice fagochtico conservan bajos niveles durante las 7 pri-
meras semanas de vida, prasentando una disminucin notoria enire a sexia y sépti-
ma semana con tespecto a los valores encontrados en la octava e incluso con la
quinta semana, en el caso del Thdice fogocttico ( P<0,02), Estabajaen la
" funcionalidad puede ser afribuible ol estrés que provoca el destete, donde altos
niveles de hormonas corticosteroides han sido reportados en algunos trabajos ( 53 ),
aunque en ofros sSlo es evidente un leve incremento ( 30 ). Hasta el momento
no existe un conocimiento muy amplio para explicar en general los efecios inmuno-—
supresores de los corticostercides. El Dr. Cuarén ( 33 ) menciona, que uno de

los principdles' efectos de estas hormanas es el de desencadenar la gluconeogénesis,
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con la finalidad de generar energla fdcilmente utilizable ( glucosa ) para permitir
la respuesta inmediata provocada por el esirés; donde desafortunadamente la desa-
minacidn de los aminodcidos es la primera reaccidn gluconeogénica, siendo acom-
parada de una inhibicidn del metabolismo en general y esto genera un efecto se-
cundario que provoca la disminucidn en fa tasa de sinfesis e incluso en la destruc-
¢ién de protetnas ( incluyendo inmunoglobulinas ), o grupos celulares { como Tos
leucocitos ), que pueden ser conducentes a inmunodepresidn. Por ofra parte, de-
bido a que los cerdos con que se trabajs son rutinariamente vacunados contra el
célerda porcino, esto infroduce una nueva variable al experimento.  Este virus se
conoce que se replica dentro de los linfocitos ( 12 ) y postblemente en las cé-
lulas fagoci'@r?cs, por las dramditicas neutropenias y monocifopenias que usualmen-
te ocurren { 12, 46 ) y cunque es un virus vacunal, la vacuna es de virus vivo
(aunque atenuado ) y por lo tanto replica dentro de las células, con la consiguten-
te ocupecién de 1a maquindrio biosintética de la misma, lo que puede ocasionar
una disminucién en la actividad fagocttica, pero esto necesita ser demostrado expe
rimentalmente y crea nuevas interrogantes en cuanto a la problemdtica del célera
postvacunal .

A partir de la octave semana, los porcentaies de células choi:imﬁ_us y el th-
dice fagochico logran niveles cercanos a los de adulto , el metabolismo oxidativo
lo hace desde la segunda semana. A la décima semana de vida se adquiere una
madurez completa en todos los niveles fagocitarios, como el observado en cerdos
de 6 meses y de 2 afios, En cobayes, se ha encontrado que en el tercer mes de
vida, se alcanza la madurez plena en el porcentaie de fagocitosis, pero hasta'el

afio en lo que respecta a su respuesta quimiotdetica ( 51 ). En bovinos, la ma=
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durez plena en el mefabolfsmo oxidativo y la citotoxicidad mediada por células
se establece en animales de 12~14 meses, pero la capacidad para ingerir al
-St; curets es mayor en los animales mds {Svenes ( 22 ). En ‘el humano, no se
deferminado la edad exocta en la que se alcanza el pleno desarrollo fagocitario.
Como corolario podemos mencionar que los cerdos, ast como muchas especies
animales y ¢! hombre, presentan deficiencias en su sistema fagocitario, ast como
en otros niveles del sistema inmune, ol momento de nacer. Con el fiempo van
orgdﬁ?zdnib v perl’éccionando sus mecenismos de defensa hasta llegar a una edad
en que ocurte una regresién en &stas Func?onee,‘ acompafiadas por tna baja en el me-
tabolismo en general. En ratones, donde se ha estudiado éste fendmeno en la senec-
tud, se han compmbddo algunas deficiencias intrlisecas, como un incremento cuan-
titativo en célules derivadas del timo y un decremento en ia frecuencia de céivias
. derivadas de médula Ssea, en donde ambos tHpos de células son menos capaces de
crecer y proliferar que las respoctives pebldc?anﬁ celulares mds {Svenes. Lo efi-
ciencia en el procesamiento del antfgeno se encuenira reducida alrededor de 10
veces, como fue juzgado por las nifnimas cantidades de antlgeno necesarias para
unia ‘estimulacién mdxima del sistema inmune en ratones jSvenes y viejos * ( 36 ).
En lo concemiente a defictencios extrinsecas, como las del entorno, son estudia—
das por transferencia de células inmunocompetentes fanfo hacia ratones jSvenes y
viejos, donde los factores del entomo no celulares de los rafones viejos funcionan
en detrimento de la proporcidn de crecimiento de las poblocioﬁa celulares forma-
doros de omticuerpos y para la completa expresién del potencial de las cslulas fSve-

nes nmunocompetentes ( 37 ).
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XV, CONCLUSIONES,

Los cerdos al nocimiento presentan bajos niveles
fagocitarios con respecto a los de animales adultos.
Purante las siete primeras semanas el porcentaije de
células aptas para fagocitar y el fdice fagocitico
son bajos. El metabolismo oxidativo a portir de la

segunda semana es equiparable al de - adultos.

A las 10 semanas de edad se alcanzan comple~
tamente los niveles fagocitarios de cerdos de 6 meses
y de 2 affos, siendo muy semejantes a los valores en-
conirados en humanos adultos ( 23-26 afos ), en cuan-
to al porcentaje de células chocifurias y son mayores
con respecto al Thdice fagocfﬁcot y metabolfsmo oxida~

tivo,

Esfé disminucién en la funcién fagocitaria en las
'primercs semanas de vida, contribuye junto con otras
fnmunodeficiencias a crec;ﬂ' una suceptibilidad a les
enfermedades infecciosas, que se traduce en un dlto
Thdice de morbilidad y mortalidad en el lechdn lac—

tante,
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