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t.R E § U M E N

La infeccion es una de las causas mds importantes de mortal idad-
en los pacientes con Lupus Eritematoso Sistémico (LES).

Los germenes mds frecuentemente involucrados en la eticologlfa del
proceso infeccioso son cocos gram positivos, negativos y germenes -
oportunistas.

El tratamiento con esteroides, la actividad de la enfermedad y -
el nivel de complejos inmunes elevados, son factores que pueden con
tribuir a incrementer ia susceptibilidad a 1a infecciSn en pacien =

tes con LES.
En este estudio se determing la concentracidn sérica de comple -

jos inmunes, la funcién fagocitica y la capacidad de destruccidn in
tracelular de S.aureus por células PMN en 14 pacientes con LES y 18
nifios sanos.

La capacidad fagocltica en los pacientes con LES fué normal, -~-
mientras que la destruccidn intracelular se encontré disminuida com

parando los resultados con los obtenidos en el grupo testigo. Ne se

‘encontré diferencia entre los pacientes con actividad de la enferme
dad y los paclentes sin actividad, ni tampoco entre los pacientes -
tratados y no tratados con esteroides.

Existe una diferencia en los niveles de complejos inmunes entre-
los pacientes con tratamiento de prednisona y con actividad de la -
enfermedad, y los pacientes con tratamiento de prednisona y sin ac-

tividad de la enfermedad.



2.1 N T R 0 b U €C C I ON

ta Infecci6n es la causa mas importante de mortalidad entre los~
pacientes con Lupus Eritematoso Sistémico (LES). Klemperer y cola -
boradorse (1) en la era preantibidtica, encontraron que la neumonla
era la causa primaria de muerte en 8 de 2Q pacientes con LES. A pe
sar de la introduccion de antibioticos potentes, la infeccién es --
una de las causas de mortalidad en los paclientes con esta enferme -
dad. Dubols (2} anailzd las caﬁsas de muerte en 249 paclentes con =
LES, entre los afios de 1950 y 1973; y encontr6é que la infecclén ocu
rrid en el 15.3% en forma fatal en esta serie. Estos autores obser-
varon que la frecuencia de muerte debida a la infecci6n ha permane-
cido relativamente constante.

La infecci6n es tamblén la causa mas importante de morbilidad en
tre los pacientes con LES. En la serie reportada por Ginzler (3), -
la infeccién fu& el mayor problema que requirid hospitalizacién en-
el 29 % de 233 paclentes con LES.

Staples y cols. en 1974 {4), comparé la incidencia de'infecci0n~
en 23 paclentes con LES, 20 pacientes con Artritis Reumatoide (AR}~
y 11 pacientes con Nefritis Idiopatica. La tasa de Infeccion (nGme-
ro de infecciones observadas por 100 dfas de hospitalizacién) para-
los pacientes con LES fué¢ siempre 10 veces mayor que para los pa --
clentes que no tenfan Lupus. La tasa de infeccion para los pacien -
tes que reciblan 20 mg. diarios de prednisona fué también estadfs-

ticamente mayor que la tasa encontrada para el sindrome nefrético,=-



en pacientes que recibfan dosis similares de esteroides. Si bien la
tasa de infeccion para los pacientes con LES que no reciblan corti-

coides fué cuatro veces mayor a los pacientes no lGpicos.

2.1. Factores que contribuyen a incrementar la susceptibilidad a la

.

infeccion en los pacientes con LES

Los resultados en los estudios de Staples y cols. (L) fueron los
primeros en indicar que la terapia con corticoides incrementaba sig
niflcativamente el nlmero y la severidad de las infecciones en los-
pacientes con LES. Las infecciones diseminadas son frecuentes en pa
cientes con tratamiento de altas dosis de esteroides.

Ginzler (3) estudis los factores que influfan en la frecuencia =
de las infecciones de 233 pacientes con LES entre los ados de 1966~
y 1976. Ellos observaron que la frecuencia de infeccion bacteriana-
entre todos estos pacientes aument$ nueve veces, de la tasa 10/100-
pacientes afio, cuando el promedio de dosis de prednisona fué mayor-
de 40 mg. al dla. La tasa de infecciones por oportunistas aument6 -
de 1 a 42/100 pacientes afio, a la misma dosis. Sf bien estos resul-
tados apoyan la idea de que el tratamiento con esteroides predispo-~
ne a la infeccién, esto no excluye otros posibtles factores contri -
buyentes, tales como la actividad de la enfermedad y anormalidades-
en la defensa del! huesped.

El anjlisis de muchos Factores que pueden contribuir a incremen=



tar la susceptibilidad a la infeccion en el LES es diffcil de acla-
rar, Por ejemplo, es practicamente imposible separar el efecto del-
esteroide y la actividad de la enfermedad. Con frecuencia la dosis~
de esteroide que recibe un individuo estd determinada por la acti -
vidad de su enfermedad. En forma similar, es extremadamente diffcil
suponer los efectos de la enfermedad por st misma en'los mecanismos

normaies de defensa.

2.2. Tipos de infeccidn observados en pacientes con LES,

En el estudio de Lee (5), los germenes mas frecuentemente tnvolu
crados fueron cocos gram positivos y bacilos entéricos gram negati-
vos. infecciones similares fueron observadas por Staples (4), Hay -
algunos reportes en pacientes con LES Infectados por germenes opor-
tunistas (3,5,6,7,8,9,). Estos ocurren en pacientes con altas do --
sis de esteroides y azatioprina. Los oportunistas mads frecuentemen-
te involucrados son : (. albicans (3,5,7), Aspergillus sp. (3,7), -

Pnemocystis carinii (3,5,8), Nocardia asteroides (7,9), Histoplasma

capsulatum (3,7), Criptococcus neoformans (3,6,7), cytomegalovirus-

(3), ete.

2.3. Defensas del huesped contra infecciones causadas por microor =

ganismos piogénicos.




Actualmente sc sabe que los fagocitos, son las células de defen-
sa mds importantes contra la invasién microbiana (10,11,12). Se ha-
determinado también que éstas células son incapaces de fagocitar al
gunos invasores, si &éstos no estan opsonizados previamente {10,11,~
12).

El sistema de complemento claramente participa en las defensas =~
contra la infeccion (13). En el hombre y en muches animales e! com-
plemento compromete a un grupo de protefnas normalmente preseptes -
en el suero en forma native y activa; cuando se activan estas pro -~
tefnas, participan en una serie de reacciones, algunas enzimsticas,
y otras que involucran protedlisis limitada para causar lisis de --
membrana y producir productos bioldgicamente activos. Los pacientes
con LES tienen disminuidas las concentraciones de complemento en el
suero. En algunos de estos pacientes se han encontrado deficiencias
congénitas de Clr, Cls (14), €2 (15), ¢5 (16), €8 (17}, El suero de
los pacientes con deficiencia selectiva de €2 no muestra destruc --
cidn eficiente in vitro de S.aureus 502 A por polimorfonucleares en
presencia de suero normal (18). Este suero sin embargo fué capaz de
promover la destrucci6n de E.coll, sugiriendo que C2 puede ser re -

querido para la opsonizaci6n de algunas'bacterias.

2.4, Anticuerpos en LES

La hipergamaglobulinemia es comin en pacientes con LES (5,6,19)~



y se ha atribuido al incremento en la slintesis de la protefna auna-

do a la actividad de la enfermedad.

2.5. Reconocimiento y fagocitosis.

Se ha encontrado una evidencia de que los leucocitos pueden es -
tar deteriorados en los pacientas con LES. Frank estudié la depura-
c¢i6n de eritrocitos sensibilizadas con 1gG y C3b (20) encontrando -
que 4 de 8 pacientes tenfan defecto en la fagocitosis mediada por =
receptores Fc. Estos cuatro tenfan niveles aumentados de complejos-
inmunes circulantes que deterioran la funcién de los polimorfonuy -~
cleares. Se han reportado defectos en 13 ingestion de particulas op
sonizadas, por Brandt y Hedberg (21), describiendo qué los leucogi-
tos de 7 pacientes con LES que recibfan terapia con esteroides, te-
nfan reducida la capacldad fagocitica cuando se compar6 con 12 indi
viduos sanos y 7 pacientes con Artritis Reumatoide (21). La fagogi-
tosls no se redujo cuando las células fueron resuspendidas en plas~
ma normal y no de pacientes con LES. Temple y Loewi (22) encontra -
ron quc el suero de los pacientes con LES inhibia significativamen-
te la fagocitosis de partfculas y de eritrocitos cubiertos de inmu-
noglobulinas (22). Este efecto fué atribufdo a complejos inmuncs --

que interfieren con receptores Fec.

2.6. Inmunidad mediada por células en los pacientes con LES.




La mayorla de las infecciones gue ocurren en los pacientes con -
LES, son causadas por germenes gram positivos y gram negativos, un-
signiflecativo nGmero son causadas por germenes oportunistas y hon -
gos (3,5,6,7,8,9). En contraste, la participaci6n que tiene el com-
Qlemento, anticuerpos y leucocitos PHH, en contra de gérmenes o pa-
rdsitos facultativos intracelulares, hongos, micobacterias, Liste -
ria y virus; se apoya en componentes del sistema inmune celular de-
linfocitos T activados y macr6fagos (10). Es apropiado sedatar que-
éstos mecanismos de defensa estan alterados en los pacientes con ==
LES.

Utsinger (23) encontrd que en cuanto es mis severa la enfermedad
la funcidn de los linfoclitos se ve deteriorada, ya que no responden
adecuadamente a ciertos antf{genos, de tal forma que las anormalida-
des de la inmunidad celular ocurren en pacientes con actlividad de -

la enfermedad.

2.7. Corticoides y las defensas del huésped.

Se ha sugerido que a dosis farmacolGgicas, los corticoides supri
men la interacci6n de los leucocitos con los microorganismos; asi -
mismo, los corticoides no s6lo pueden influir en e¢] metabolismo del
complemento ¢ inmunoglobulinas, sino también de inhibir la quimio -
taxis, fagocitoesis, sIntesig de superoxido y degranulacién, accio -

nes que pueden facilmente interferir con la destruccién intracelu -

lar de microorganismos.



3.P L ANTEAM | ENTO

D E L P R 0 B L E M A.

Debido a que la infeccion es una de las causas m&s comunes e (m-
portantes de morbilidad y mortalidad en los pacientes con LES y a =
que estos paclientes presentan una elevacitn en los niveles de com -
plejos inmunes, es necesario determinar la capacidad de destruccién
Intracelular y la fagocitosis en estos pacientes, para comprender -

mejor este problema.



.2,

4.3,

L.4,

9.5,

k.o B J ET I Vv 0 S,

Determinar en nifos con Lupus Eritematoso Sistémico, la capaci
dad de las cé&lulas PMN de destrucci6n intracelular y la fagoci

tosis de Staphylococcus aureus.

Determinar en nifos con Lupus Eritematoso Sistémico, los nive=~
les séricos de complejos inmunes y »u efecto en células PMN, -
en la capacidad de destrucci6n intracelular y la fagocitosis -

de Staphylococcus aureus.

Determinar si bhay diferencias en la capacidad de destruccién -

intracelular y la fagocitosis de Staphylococcus aureus, en ni-

flos con Lupus Erltematoso Sistémico, tratados y no tratados -~

con estercoides.

Determinar si hay diferencias en los niveles de complejos inmu
nes, en nifos con Lupus Eritematoso Sistémico, tratados y no ~

tratados con esteroides.

Determinar si hay diferencias en los niveles de complejos inmu
nes, en nifios con Lupus Eritematoso Sistémico con el padeci ==
miento activo y con tratamiento de esteroides, y en nidos sin-

el padecimiento activo tratados con esteroides.



5. H | P O T E S8 | S.

Los nifios con Lupus Eritematoso Sistémico tienen deteriorada la-
capacidad de destruccién intracelular y la fagocitosis de Staphylo-
coccus aureus por células PMN.

Esta capacidad de destruccion intracelular y fagocitosis estd re
lacionada con el incremento de complejos inmunes en 1os pacientes -

con Lupus Eritematoso Sistémico.

-10-



6.1. MAT

6. M A T E R | AL E S Y M E T O D 0 5.

ERTALES

6.1.1. M

aterial Biol6gico:

S

6.1.2. H

Grupo de 14 paclientes con Lupus Eritematoso Sistémico cla-
ificados de 1a siguiente manera:

i) Pacientes en remisién sin tratamiento.

11) Pacientes en remisidn con tratamiento de prednisona a-
ta dosis de | mg/Kg p.c. por dla.

111) Pacientes con Lupus activo con tratamiento de predni-
sona a la dosis de ! mg/Kg p.c. por dfa.

Grupo control de 18 nifios clinicamente sanos.

& ml. de sangre heparinizada.

2 ml. de sangre coagulada.

Cultivo de Staphylococcus aureus;cepa ATCC* 25923,

aterial Estéril.

* ATCC=

Tubos c¢6nicos de plastico de 15 ml.

Jeringas de plisticode 5, 10y 20 ml,

Pipetas Pasteur.

Filtros Millipore de celulosa tipo HA de 0.45 um.
Matraz Erlenmeyer con capacidad de 50,125 y 250 ml.
Pipetas serol6gicas de 0.1, 1, 2, 5 y lo-ml.

Tubos de vidrio de 13 x 100 con tapdn de rosca.

American Type Culture Collection.

-11-



- Perlilla de succién.

- Cajas de Petrli.

- Puntas de pijstico para micropipetas.
- Micropipetas de 0.005, 0.05 y 0.5 ml,
- Camara de Neubaucr.

~ Microplacas cn foirma de U,

- Viales de 19 x 48 nmm.

. Aparatos.

- Centrifuga, International Centrifuge Modelo CS.

- Microscoplo 6ptico, Carl Zeiss.

- Incubadora, Mapsa modelo TOECSS524.

- Agitador para tubos, Super Mixer Lab-Line Instruments.

- Cuenta colonias, Darkfield Quebec modelo 3325.

- Fotometro, Titertek Multiskan.

~ EspectrofotSmetro sp 8-100 PYE UNICAH.

~ Bafio de agua con agitacién, Blue M. modelo MR-3220A-1.

- Lavador automitico, Cordis.

. Reactivos.

- Heparina 1,000 Ul/ml.

~ Solucion salina 0.9 %

Penictlina 1,000000 U
- Estreptomicina 1,000000 U

= Suero fetal de ternera tlofillzado

-2~

Lipo-Hepin.
tab. Pisa.
Lakeside.
Lakeside.

Lab. Difco.



- Solucidn

Buffer de Hank.

~ Agar Chapman Lab. Merk.

- Equipo Cordia para complejos Inmunes (1C) conteniendo lo -

siguiente:

Discos cubiertos con Clq.

Soluci6n conteniendo anticuerpos a inmunoglobuli-
nas G y M humana marcada con fosfatasa alcallina,
Testigo positivo compuesto de lgG humana agregada.
Testigo negativo de plasma humano recalcificado.
Diluyente para muestras.

Substrato enzimitico (p-Nitrofenilfosfato).

Buffer de Carbonato de Sodio para detener la reag

cién.

6.2. PREPARACION DE REACTIVOS.

6.2.1. Solucién Buffer de Hank.

Utilidad: Lavado de leucocitos,

Reactivos:

Cantidad

NaCl RN R R N N N A S S O I AP ST A PP 800 Q.

KC1 .

CaCl

sesrsiesasseretanebscsrasmenssdrerr e 0.“ ge.

2 et trareemenssatiessonnnonranan cenvese 0.4 g.

Hgsoh LR I R R R P A R R R W S AP PP 0-20 qg.

NaZHPoh 12 HZO'"""""""""""'""""" 0.12 g.

KHZPOh esetcetesrosasratanncsrtaenes cieraien .. 0.06 g.

-]3~



Na Hcoh P « B - S
Dextrosa ..voeeveeans e st etettiaasr e annan ceeeas 1.0 g.

Rojo de fenol al 1 % «............ eeraen eeean 0.007 g.

Preparacién: En un vaso colocar 500 ml. de agua destilada y-~
desionizada, agregar los reactivos uno a uno disolviendolos y afo =«
rar a 1 000 ml. con HZO' Ajustar el pH a 7.2 .

6.3. METODOS.

6.3.1. Destruccidn intracelular de Staphylococcus aureus (2h).

Se prepar6 un cultivo de 24 hrs. de Staphylococcus aureus ATCC -

25923 en caldo nutritivo BHI. Al dfa sigulente se centrifugd el cul
tivo a 1500 x g por 10' y se lavd Lres veces con NaCl‘al 0.9 %, se-
resuspendid en una solucion Buffer de Hank hasta obtener una suspen
si6n final.con una D.0. 650 nm. que diera una lectura final de 0.6.
Esta suspensién se diluyé 1:50 con Hank's conteniendo una mezcla de
syero humano normal al 10 %.

Se tomaron 6 ml, de sangre heparinizada tanto del paéiente como~
‘de! control sano, y se dejaron separar los leucocitos por sedimenta
cién, se lavaron tres veces con Hank's y se hizo una suspensién fi-
nal conteniendo 2.5 a 3 x 106 células/ml. Se etiquetaron 5 tubos es
tériles de la siquiente manera: To, T30, T60' T90, T120 y Tc‘*. A -
cada tubo , excepto al tubo TC1 se adicionaron 0.5 ml. de la suspen

* Tc1 = Tubo control de bacterias.

-t4-



sién de leucocitos y 0.5 ml. de la suspension de bacterias;al tubo-
Tcl se adicionaron 0.5 ml. de la suspensién de bacterias y 0.5 mi.~
de la solucion de Hank. Se incubaron los tubos a 37aC con agitacioén
durante 30' para que se produciera la fagocitosis. Posteriormente,~
se centrifugaron l1os tubos excepto el tubo TC], durante 10° a 400 x

g. Uno de los sobrenadantes se guardé en otro tubo etiquetado como-

TCZ*‘, se tiraron los demas sobrenadantes excepto el del tubo T

-
se resuspendieron los dep6sitos en Hank's conteniendo 10 & de sue -
fo fetal de ternera, 100 U de penicilina y 100 pg/ml.de estreptomi=
cina para destruir las bacterias extracelulares. Se reincubaron los
tubos T30’ T60' TSO Y T120’ para obtener las muestras en los tiem =
pos respectivos. Se centrifugaron los tubos excepto el Tcly el Tc2'
a 400 »x g per 10' y se lavaron los sedimentos tres veces con solu -
ci6n de Hank, se resuspendieron los depésitos en 1 ml. de agua des
tilada estéril agitando vigorosamente y se realizé una serie de dos
congelamientos y descongelamientos sucesivos.

Se prepard una dilucion 1:100 de cada tubo, excepto el tubo Tcl-
el cual se dituyé 1:1000. Se deposité una alfcuota de 0.05 ml, de -
cada dilucién en una caja de Petri con agar 110, se extendid la go-
ta perfectamente en toda la caja, se dejaron incubando todas las ca
Jas a 37°C durante 48 hrs. y se reallz6 una cuenta bacterioldgica.

Se calcularon los resultados en por ciento (%) a los 30¢, 60', -
90" y 120°'.
®' T

2™ Tubo con bacterias no fagocitadas.

-16=-



Dcl total de bacteria< obtenidas en el tubo Tcl menos el total -
de baclerias obtenidas en el tubo Tﬂ? se obtuvo el total de bacte -

rias fagociradas por los deucocitos.

6.3.7. Determinacicn de complejos inmunes (25)

Preparaciodn de la muestra:

Se tamaron 2.0 ml. de sangre, dejando que se coagulara, 'se sepa-
ré el sucrc en un tubc y se almacend a ~70°C.

Preparacisn de las diluciones del control positivo para la curva
estandard:

Se puso dantro de tras tubos pequenocs 0.15 ml. del diluyente pa~
ra myestras y se adicionaron 0.05 ml. del control fuerte positivo -
al primer tubo, guedando asf una dilgcién 1:4. Con una pipeta lim -
pia se tomaron 0.05 ml, de la dilucicén 1:4 del primer tubo y se adi
cionaron al segundo tubo, quedando una dijucign 1:16, con una pipe-
ta limpia, se tomaron 0.05 ml. de la dilucién 1:16 del segundo tubo
y se adicionaron al tercer tubo, guedando una diluci6n 1:64. Los =~
ug eq/ml. de cada dilucién fueron 1/4, 1/16 y 1/64 respectivamente
del control positivo sin diluir.

"Se adicionaron 0.5 ml., del diluyente para muestras en el fondo -
del primer juego de viales y se administré lo siguiente dentro de -
los primeros & viales, para los controles { cada uno conteniendo ~~-
0.5 ml. del diluyente para muestras ):En el primer vial 0.005mi.de!
control negativo, en el segundo vial 0.005 ml. del control fuerte -

positivo sin diluir, en el tercer vial 0.005 ml, de la dilucion 1:4

-]6-



del control fuerte positivo, en el cuarto vial 0.005 ml. de la dilu
cién 1:16 del control! fuerte positivo, en el quinto vial 0.005 ml.-
de la dilucion 1:64 deil control fuerte positivo, y en el sexto vial
0.005 ml. del control positivo débil.

Se pusieron 0.005 ml. de cada muestra problema directamente den=-
tro del dliluyente en el fondo de los viales. Se agitaron los viales
para mezclar el contenido y se adicioné a cada uno un disco cublier-
to con Clq {de cabra)., Se agitaron los viales para que las muestras
cubrieran bien los discos; se incubaron los viales en un bafio de --
agua con agitaci6n a 37°C + 2°C, por 45', procurando que no entrara
agua a los viales.

Después de 45' de incubacién se colocaron los viales dentro de -
un bafio conteniendo hielo y agua a 0°C. Con un lavador automitico -
se lavaron los discos 5 veces, se aspir6 la solucion de lavado com-
pletamente y se transfirieron los discos a un segundo juego de via-
les limpios en el orden correspondiente.

Se adicionaron 0.5 ml, de la enzima unida a anticuerpos {inmuno~
qlobulinas G y M humanas) en el fondo de cada vial. Se incubaron --
los viales en el bafio de agua con agltaci6n a 37°C * 2°C por 45'.

Se sacaron los viales del bafio de agua y se pusieron en un bafio
de agua con hielo a 0°C; se lavaron los discos § veces siguiendo el
procedimiento anterior y se transfirieron a un juego de viales lim-
pios en las posicliones correspondientes.

Se adicion6 a cada vial 1 ml. de la solucidn substrato de p~Ni =~
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trofenilfosfato preparado previamente, se incubaron los viales en -
el bafio de agua con agitacién a 37°C + 2°C por 20'. Al finalizar es
te perfodo de incubacién, se removieron los viales del bafio de agua
y se adicionaron rapldamente 2 gotas de solucién de Hidroxido de So
dio 3 M ( aproximadamente 0.1 ml.) a cada vial para terminar la re-
accién (ver figura No. 1). Se mezcl6 el contenldo de los viales y -
se ley6 en el espectrofotémetro a 405 nm, se traz6 la curva estan -
dard y- las lecturas de las muestras problema se interpolaron a la -
curva, con lo cual se obtuve finalmente la cantidad de complejos in

munes presentes en la muestra problema, en ug eq/mi.
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disco cubierto compledjo (disco cubierto)-

con Clg inmune complejo inmune
+365’
45 min,
(disco cubicrto)- enzima unida- (disco) -comple;o
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(disco) ~complejo p-NPP reaccidn con el substrato
inmune~ (enzima) {incoloro) p-nitrofenol (color amari
1lo) '
<
Qe
@

FIGURA No. 1: Diagrama esquemdtico del fundamenio de la

determinacion de Complejos |nmunes.
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/. R E S U L T A D O s.

Se estudiaron 14 pacientes con el diagnéstico de Lupus Eritematd
so Sistémico (LES) con edades entre 12 y !5 afos. Por caracterfsti=-
cas clfnicas de actividad del padecimiento con esteroides se agrupa
ron de la siguiente manera:

l.~ Dos pacientes con LES sin actividad clfnica del padecimien
to y sin tratamiento._

I1.-"Cuatro pacientes con LES sin actividad clfnica y con tra-
tamiento con prednisona a la dosis de 1 mg/Ko p.c. por dfa.

I11.- Ocho pacientes con LES con actividad cifnica del padeci-
miento y con tratamlento de prednisona a la dosis de 1 mg/
Kg p.c. por dia.

A todos los pacientes que recibfan tratamiento se les suspendié-
la administracién de prednisona 48 hrs. antes de la toma de especl-
menes de sangre para la realizacion de las pruebss.

Los resultados se analizaron estadlsticamente por el método de -
T de Student y por el método para contrastes no paramétricos de la

U de Mann-Whitney (26).

7.1. Prueba de fagocitosis de S.aureus.

Al medir la actividad fagocftica de las células PMN de los pa -~
cientes con LES de los diferentes subgrupos, se observo que se fago
citaban 97.90% de las bacterias, este resultado no muestra diferen-

cia estadfisticamente significativa’® con la fagocitosis observada en
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el grupo testigo de 93.25% ( p0.05 ) Tablas Nos. ! y 2, Gréfica =

No. 1.

7.2. Prueba de destrucci6n intracclular de S.aureus.

Se midio la capacidad de destruccion intracelular de las células
PMN de los pacientes con LES z diferentes tiempos; 0,30,60,90 y 120
minutos, observando que la viabilidad bacteriana disminufa de un --
100% en el tiempo cero, 89.11% (30'), 55% (60'y 90') hasta el L5% a
los 120' (Tabla No. 3; Gr&fica No. 2). Estas cifras promedio se com
pararon con las observadas en el grupo testigo, gue fueron de 62.9%
{30'), 33.8% (60'), 22.2% (90') v 18.2% a los 120' (Tabla No. &4 , -
Graflca No. 2). Estas diferencias fueron estadfsticamente significa
tivas a los tiempos de 90 y 120 minutos, obtenienao un valor de pg
0.05 y =0.01% respectivamente. {Tabla estadistica No. 2) .

Se realizaron comparaciones de los resultados de destruccidén in-
tracelular en los diferentes subgrupos de pacientes y no se observa
ron diferencias estadfsticamente significativas. (Tablas estadfsti-

cas Nos. 3a y 3b).

7.2. Determinaci6n de complejos inmunes.

Se determinaron complejos inmunes solubles circulantes y se ob -

servaron cifras de 17.88 ug eq/m!. en el grupo de pacientes con LES

% U de Mann-Whitney.
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y de 6.76 ug eq/ml. como promedio en el grupo testigo, que resultan
diferentes estadfsticamente. (Tabla No. 5, Grafica Ho. 3 ;.

También se compararon las cifras de los diferentes grupos de pa-
cientes lGpicos entre sf y se encontraron sélo diferencias signifi-
cativas p=0.05 entre los subgrupos Il y 11l (Tabla estadlstica No.-
4).

AsT mismo se traté de establecer correlacion entre las cifras de
complejos. inmunes circulantes 9 la capacidad fagocftica y de des ==
truccion fntracelular y no se observs correlacién entre estos Indi-

cadores.
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TABLA No.

1

FAGOCITOSIS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS

EN EL GRUPO TESTIGO.

TOTAL DE BACTERIAS OBTENIDAS

% DE BACTERIAS

CONTROL 1 CONTROL 2 c1 - C2 FAGOC 1 TADAS

TESTIGO No. X 10° X 10° X 10° 7
1 6.053 L74 5.579 92.16
2 1.980 19 1.961 99.02
3 2.580 31 2.549 98.78
4 2.580 85 2.kgh 96.70
5 3,227 129 3.098 96.01
6 3.227 118 3.108 96.34
7 3.227 56 3.170 a8.26
8 L.407 1 4.296 97.48

9 4.407 Ly 4,362 99

10 4.407 Ly 4.362 99
1" 2.546 10 2.536 99.60
12 4.540 29 4.510 995.35
13 8.220 10 8.210 99.87
14 41.045 756 41,044 99.99
15 21.902 463 21,438 97.88
16 h5.222 101 45,120 99.77
1V} L.267 9 4,257 99.78
18 15.900 62 15.837 99.60
TOTAL = 18 179.73 2551 177.93 1768.59
X 9.98 141 .72 9.88 98,25
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TABLA No. 2

FAGOCITOSIS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS
EN 14 PACIENTES CON LES.

IOIAL DE BACTERIAS OBTENIDAS % DE BACTERIAS
CONTROL 1 CONTROL 2 ¢l - c2 FAGOC I TADAS
PACIENTE No. x 106 x 103 x 106 2
1 2.142 18 2.124 99.15
2 2.142 48 2.093 97.72
3 2.546 5 2.541 99.79
4 4.540 39 4.500 99.13
5 8.220 613 7.606 92,53
6 17.900 1358 16.542 02.4
7 41.045 1257 39.788 96.93
8 21.902 306 21.595 98.59
9 21.902 708 21.194 96.76
10 45,222 340 44,881 99.24
11 45.222 95 - 45.126 99.78
12 4.000 8 3.991 99.78
13 8.700 72 8.627 99.16
14 6.033 14 6.018 99.75
TOTAL = 14 231.51 4881 226.626 1370.72
X 16.53 348.64 16.18 97.90
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TABLA No. 3

DESTRUCCION INTRACELULAR DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS

EN 14 PACIENTES CON LES.

0 min. 30 min, 60 min. 9Q min, 120 min.
PACIENTE No. Y P % ya ys
1 100 246.66 146.66 86.66 123.33
2 100 137.84 64.86 190.54 72.97
3 100 32.33 2.98 9.45 16.41
4 100 38.84 27.33 15,10 15.10
5 100 l0.53 17.94 15.28 13.28
6 100 129.92 22.62 11.67 21.89
7 100 71.99 25.64 16.47 70.84
8 100 b4 .90 38.12 10.18 31.07
9 100 161.37 107.58 90 61.37
.10 100 111.05 102. 46 93 .47 64 .84
11 100 39.36 28.30 25.5 20.60
12 100 128 33.33 64 42.66
i3 100 19.41 15 14 .70 7.05
14 100 4545 137.66 135.06 69.69
TOTAL = 14 1400 1247.65 770.48 778.08 631.1
X 160 89.11 55.03 55.57 45,07

% DE BACTERIAS SOBREVIVIENTES A LOS DIFERENTES TIEMPOS.




5. AUREUS SOBREVIVIENTES

TESTIGOS

R 1 T T

30 60 g0 i20
TIEMPO (min.)

GRAFICA No. 2: Destruccién intracelular de S.aureus ; valo
res promedio obtenidos a los diferentes ti-

empos en, ambos grupos.
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TABLA No. &

DESTRUCCION INTRACELULAR DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS

- EN EL GRUPO TESTIGO.
0 min. 30 min. 60 min, 90 min, 120 min.
TESTIGO No. % * % g = A 3 =
i 100 42.87 23.88 22.05 26.64

2 100 68.57 36.19 19.14 9.42

3 100 55.%6 24,19 14,77 14,51

[ 100 30 22 10.2 8.8

5 100 58.62 23.52 11.72 2.35

6 100 56.33 11.26 11.40 10.98

7 100 46 .09 19.02 14 .04 13.17

8 100 54,08 27.08 8.06 13.15

9 100 58.09 47.68 22.97 13.19

10 100 - 42,55 29.30 24 .4 23.30
1 100 26 .36 21.81 24.54 13.63
12 100 19.99 13.84 10.76 10.76
13 100 67.54 35.08 25.43 14,91
14 100 48.61 25.31 11.51 15.55
15 100 49,04 37.84 7.61 4,65
16 100 55.64 24.32 23.54 22.04
17 100 65.55 41,11 35.55 24,44
18 100 35.69 10.69 13./0 7.83
TOTAL = 18 1800 880.98 474 .12 311.4 255.52
X 100 62.92 33.86 22.24 18.25

% = % DE BACTERIAS SOBREVIVIENTES A LOS DIFERENTES TIEMPOS.
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TABLA No. 5

CONCENTRACION SERICA DE COMPLEJOS INMUNES

PACIENTES CON LES GRUPQ TEST1G0
CONCENTRAC1ON SER|CA CONCENTRACION SERICA
PACIENTE No. ug_eq/mi. TESTIGO No, ug eq/ml.
1 10.52 1 6.60
2 10.52 2 10.66
3 5.27 3 4.95
b 40.23 4 4,46
5 30.66 5 4.78
6 30.66 6 4.38
7 20.19 7 3.55
8 7.64 8 5.66
9 17.96 9 10.66
10 26.16 ] k.62
1" 4.28 1 13.21
12 6.39 12 5.39
13 12.16 13 9.55
14 27.80 14 5.21
15 L.62
16 6.41
7 10.66
18 6.42
TOTAL = 14 250.44 18 121.79
X 17.88 6.76
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TABLA ESTADISTICA No.

1

FUENTE DE VARIACION
FAGOCITOSIS DE S.AUREUS

GRUPO : n * U CALCULADA | # U REPORTADA p CONCLUS 10N
PACIENTES CON LES 14 HO
) 125.5 82 =>0.05 SIGNIFi-
GRUPO TESTIGO ) i8 CATIVA.
FAGOCITOSIS DE S.AUREUS EN LOS DIFERENTES
SUBGRUPOS DE PACIENTES CON LES.
SUBGRUPDS n u* [} CONCLUSION
§ 2 NO
b .600 SIGNtF1~
H) h CATIVA.
i 2 NO
7 Jikh SIGNIFL-
11 8 CATIVA.
t 4 NO
10 .184 SIGNIF1-
AR 8 CATIVA.

* U DE MANN- WHITNEY.




TABLA ESTADISTICA No. 2
FUENTE DE VARIACION
DESTRUCCION INTRACELULAR DE S.AUREUS A LOS 30 min,
GRUPO n U% CALCULADA {U* REPORTADA p CONCLUSION
ACLENTE N LE 1 N
PACIENTES €O S 4 99 82 >0,05 SIGN?FI'
GRUPO TESTIGO 18 CATIVA.
DESTRUCCION INTRACELULAR DE S.AUREUS A LOS 60 min.
GRUPO n U* CALCULADA | U* REPORTADA p CONCLUSION
<G PACIENTES CON LES 14 NO
» 86 82 =0.05 SIGNIFI~
GRUPO TESTIGO 18 CATIVA.
DESTRUCCION INTRACELULAR DE S.AUREUS A LOS 90 min.
GRUPO n U#* CALCULADA | U REPORTADA p CONCLUS JON
PACIENTES CON LES 14
78 82 < 0.05 SIGNIFI~
GRUPO TESTIGO 18 . CATIVA.
DESTRUCCION INTRACELULAR DE S.AUREUS A LOS 120 min.
GRUPO n U* CALCULADA | U REPORTADA p CONCLUSJON
PACIENTES CON LES 14 SIGNIF]-
Ly 119 <0.001 CATIVA
GRUPO TESTIGO 18
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TABLA ESTADISTICA No. 3a.

FUENTE DE VARIACION

DESTRUCCION INTRACELULAR EN LOS TRES SUBGRUPOS DE PACIENTES CON LES A LOS 30 min.

SUBRGRUPO n ) p CONCLUS 10N

! NO

z .267 SIGNIF 1~
14 4 CATIVA.
| 2 NO

3 <133 SIGNIF1~-
1t CATIVA,
11 NO

15 467 SIGNIF ]~
1t 8 CATIVA,

DESTRUCCION INTRACELULAR EN

t0S TRES SUBGR

UPOS DE PACIENTES CON LES A LOS 60 min.

SUBGRUPD n u P CONCLUS | ON
i NO
3 .hoo SIGNIF -
T 4 CATIVA.
i NO
5 267 SIGNIF |-
I 8 CATIVA.
I 4 NO
15 467 SIGNIF]=-
8 CATIVA.




TABLA ESTADISTICA No. 3b.

FUENTE DE VARIACION

DESTRUCCION INTRACELULAR EN LOS TRES SUBGRUPOS DE PACIEHTES CON LES A LOS 90 min.

SUBGRUPO n u P CONCLUS 10N

! 2 NO -

b .600 SIGNIFI-
i 4 CATIVA.
! 2 NO

6 .356 SIGNIF1-
i 8 CATIVA.
i 4 NO

12 .285 SIGNIF1-
0 8 CATIVA.

DESTRUCCION INTRACELULAR EN

LOS TRES SUBGR

UP0S DE PACIENTES CON LES A LOS 120 min.

SUBGRUPO n u p CONCLUSION
i 2 NO
1 .133 SIGNIFE~
i 4 CATIVA.
1 2 -
0 022 SIGNIFI
i 3 CATIVA.
] 4 NO
15 467 SIGNIFL=
il 8 CATIVA.
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TABLA ESTADISTICA No.k

FUENTE DE_VARIACION

DETERMINACION DE COMPLEJOS INMUNES.

GRUPO n gl. th p CONCLUSION
PACIENTES CON LES 1 SIGNIFI-
30 -2,02 0.05 CATIVA
GRUPO TESTIGO. 18 '
t* para medias independientes.
DETERMINACION DE COMPLEJOS INMUNES EN LOS TRES
SUBGRUPOS DE PACIENTES CON LES.
SUBGRUPO n u# p CONCLUSION
[ 2 NO
4 .600 SIGNIFI-
il ] CATIVA.
1 2 NO
7 bl SIGNIFI~
111 8 CATIVA.
" b 6 .05 SIGNIFI-
i 8 CATIVA.

U* DE MANN- WHITNEY.




8.0 1 S C U S I O N

Los germenes que con frecuencia infectan a los pacientes con LES
son cocos gram positivos y negativos. En las Gltimas dos décadas se
ha demostrado que en el proceso de infeccign, los factores inmunold
gicos homorales y celulares participan en la resistencia a estas in
fecciones.

Nasotros consideramos que particularmente las células PMN son --
factorés determinantes en la resistencia a la invasion microbiana -
(1Q,11,12). Es conocido también qué estas células no son completa -
mente eflcientes sin anticuerpos y complemento, para realizar fun -
ciones de fagocitosis y finalmente de destrucci6n intracelular.

Los pacientes con linfocitos T y monocitos deficientes presentan
con frecuencia infecciones pos pardsitos intracelulares facultati -
vos. Estas infecciones con frecuencia son infecciones latentes,que
se actlvan cuando el paciente estd Inmunosuprimido. En este caso se

Incluyen bacterias oportunistas y hongos como son: L.monocytogenes,

Mocardia asteroldes, Mycobacterium tuberculosis, Salmonella species,

C. neoformans, Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis, Toxo -

plasma gondil, P carinil, etc. ( 3,5,6,7,8,9 ).

Conociendo el defecto en los mecanismos de resistencls a las in-
fecciones, no es posible predecir el tipo de infeccién, ﬁero las in
fecciones repetidas con germenes identificados, hacen sospechar el
posible defecto en la funcidn de los neutréfilos. De acuerdo a los

reportes de infecciones en paclentes con LES se ha sugerido que pue
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de establecerse un defecto en la funcion de los neutréfitos.

Nuestros resnitados de destruccidn intracelular muestran que las
células PMN de loas pacientes con LES tienen una destruccidn intrace
jular disminuida, ya que en un lapso de tiempo de 2 hru. s8lo des -
truyen el 55 % del total de bacterias fagocitadas, mientras que ¢n
un nific sano a las 2 hrs. se observa una destruccidn bacteriana del
81.8 %. También se puede observar que la capacidad de destruccion -
intraceluiar en ios pacientes con LES es independiente de la activi
dad de la enfermedad y del tratamiento con esteroides que reciben,
puesto que nosotros no encontramos diferencias entre los tres sub ~
grupos de pacientes con LES.

Se han reportado resultados contradictorios concernientes al e -
fecto de los corticoesteroides sobre la fagocitosis (27). Atribuir
el deterioro de la actividad fagocftica a los esteroides no es com-
pletamente justificado, ya que en pacientes con Artritis Reumatoide
pueden utillzarse dosis de esteroides comparables y se ha reportado
que la capacidad fagocftica es normal o no difiere considerablemen-
en los pacientes tratados con fenilbutazona (28).

‘Los resultados obtenidos de la capacidad fagocitica de las c¢élu-
fas PHMN de los pacientes con LES estudiados, no muestra ninguna al-
teracion comparandolos con los resultados obtenidos en el grupo con
trol. Ademis, entre los diferentes subgrupos de pacientes con LES -
no se encuentra diferencia, es decir, la actividad de la enfermedad

-

y el tratamiento con esteroides no parecen alterar la capacidad fa-
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gocftica de las ccélulas PMN.

Se ha dado una considerable importancia a los receptores de mem-
brana para complemento e inmunoglubulinas en la funcién de los leu-
cocitos polimorfonucleares. Estos receptores median el reconocimieﬁ
to de particulas, adherencia (29,30,31), fagocitosis (29,31,32), ac,
tividad metabdlica que produce peréxido y superdxido de hidrégeno -
(30,33) o bien degranulacion (29,33).

Si bien la naturaleza quimica de estos receptores es desconocida,
los métodos disponibles establecen su integridad. En realidad, la
primer evidencia indirecta de que l!a funci6n de los receptores de =
los leucocitos puede estar deteriorada en los pacientes con LES, se
ha reportado reclientemente, en algunos pacientes se ha relacionado
a la presencia de compiejos inmunes (20), también se apoya el con =
cepto de un defecto en la eliminacidn de complejos inmunes en pa =-
cientes con LES y surge la posibilidad de que las células fagocfti-
cas tengan deterlorada la funcién de sus receptores de superficie,
a este respecto, estudios funcionales de receptores en PMK de pa --

cientes con LES no se ha reportado.

En este estudio nosotros encontramos que los niveles de comple =
jos inmunes circulantes en pacientes con LES son en promedio de --
17.88 pg eq/ml., mientras que para el grupo de nifios sanos es de --
6.76 pg eq/ml ., lo cual muestra una diferencia estadfsticamente sig
nificativa ( p-< 0.05 }. Se observa también que existe una diferen-

cia entre los pacientes con tratamiento de prednisona y sin activi-
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dad del padecimiento y los pacientes con tratamiento y con activi--
dad de la enfermedad.

Se han descrito defectos en la ingesti6n de particulas opsoniza-
das (34) y se ha relacionado con el efecto de esteroides .La fago ~
citosis en pacientes con AR fué normal y esta funcidn no se redujo-
al incubar las células en plasma de pacientes con LES. (34). Sin en
bargo , hay reportes contradictorios (35) . La actividad de la en--
fermedad no se ha relacionado con el efecto inhibitorio del suero,~
niveles de complemento y tratamiento con corticolides.

La funcidn 6ptima bactericida por los PMN requiere de la fusion-
de lisosomas y de la descarga de los constituyentes lisosomales , -
dentro de la vacuola fagocltica {degranulaci6n) . Ademis de este me
canismo, los constituyentes no enzimiticos promueven la digestion -
que deberd ser estudiada exaustivamente en futuros estudios en ba--

cientes con LES.
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9.1.

9.2.

9.3.

9.4.

9. C 0O N C L U S | O N E s.

En pacientes con LES, la capacidad de las células PMN de des -
truccion intracelular de S.aureus estd disminuida comparandola
con la capacidad de destruccion intracelular en el grupo de ni
f0s sanos. $in embargo, la capacidad fagocitica en estos pa —--

cientes se encuentra normal.

En este estudio la actividad de la enfermedad y el tratamiento
con esteroides no influyeron en la fagocitosis, ni en la des -
trucci6n intracelular por células PMN con S.aureus en pacien -

tes con LES.

No se encuentra relacién entre complejos Inmunes elevados, des

trucci6n intracelular y fagocitosis defectuosa.

Se encuentra una menor cantidad de complejos inmunes en pacien
tes con tratamiento de prednisona y sin actlvidad de la enfer-
medad que en pacientes con tratamiento y con actividad de la -

enfermedad.
No se encuentran diferencias de complejos inmunes, capacidad -

fagocftica y destruccién intracelular en pacientes tratados y

no tratados con esteroides.
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