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RESUMEN

En el desarrollo de un proceso infeccioso, se desencade
nan una serie de eventos importantes llevados a cabo por -
los polimorfonucleares (PMNs); un mecanismo es la adheren-
cia, establecida como paso previo a otros procesos crucia-
les en la defensa del hospedero. Existe marcada susceptihi
lidad de pacientes desnutridos a procesos infecciosos, con
dicionada entre ctros factores por la disfuncién de célu--
las fagociticas, habiéndose reportado que la capacidad mi-
gratoria de PMNs se encuentra dafiada (4). Nos propusimos -
evaluar la funcidn de adherencia en nifios desnutrides uti-
lizando como control nifios eutréficos y adultos volunta---
rios sanos para ver si podria ser restaurada mediante el -
uso de pentoxifilina, firmaco que incrementa la deformabi-
lidad de eritrocitos y restaura el movimiento de recepto--
res de membrana (23). La metodologia a seguir fué la sepa-
racién de PMNs y posterior evaluacibén de la adherencia por
la técnica de Mc Gregor (39). Encontramos que los PMNs de
nifios desnutridos presentan un estado de hiperadhesividad
significativamente mayor al grupo de adultos y nifies eutrd
ficos; su respuesta no varia en presencia de Cga como esti
mulo inflamatorio. La pentoxifilina disminuye potencialmen
te la adherencia en log tres grupos de estudio, siendo ca-
paz de restaurar la respuesta al estimulo inflamatorioc en
nifios desnutridos. Coneluimos que los PMNs de nifios desnu-
tridos presentan una adhesividad basal elevada, lo que los
hace incapaces de responder ante estimulos inflamatorios -
lo que puede comprometer la respuesta al proceso infeccio-
so. La pentoxifilina puede ser {itil como coadyuvante en el
tratamiento de infecciones en este tipo de hospederos.



INTRODUCCION

Desde 1882, afio en que Ellie Metchnijkoff descubrid la im-
portancia de las células fagociticas en la resistencia del
organismo contra las enfermedades infecciosas, se didé lugar
al desarrollo de grandes avances tecnolégicos y principal--
mente en los Gltimos 20 afios se han logrado progresos remar
cables en la comprensiédn de la actividad celular biolégica
y bioquimica que interviene en la eliminacién de procesos -
infeceiosos (20).

La continua identificaciédn de pacientes con infecciones
recurrentes y otras anormalidades asociadas al sistema inmu
ne, han llevado a la conviccidn de la importancia que tie--
nen las células fagociticas en la respuesta del hospedero -
ante la agresidn mierobiana, reconociéndose que los neutrd-
filos polimorfenucleares (PMNs) juegan un papel fundamental
como primera linea de defensa en la resistencia a las infec
ciones, evidenciadas por el incremento de la susceptibili--
dad a las mismas en caso de alteracicnes del nfimero o fun--
cidn de estas células, presentes en forma congénita o adgui
rida (36).

La respuesta de los PMNs involucra una serie compleja de
eventos fisioldgicos y metabdlicos en respuesta al estimulo
inflamatorio que incluyen: la produccién y liberacién celu-
lar por la médula Gsea, adherencia, diapedesis y finalmente
la fapocitosis en el sitio de infeccién un defecto de algu
no de los pasos precedentes a la fagocitosis, reditua en el
éxito de la invasién bacteriana (27).

Nos hemos propuesto estudiar el fendmeno de acherencia -
que constituye un paso fundamental previo a la salida de ~-
neutrffilos del continente vascular en nifios y. adultos nor-
males, dado que no se cuentan con estudios realizades en --

nuestra poblacidn; igualmente resulta de gran interes estu-



diar estecs procesos er, la poblacién pediatrica desnutrida, -

la cuzl es una de las principalmente afectadas por infeccio-

nes recurrentes y que constituye un problama prioritario de

la salud plUblica en nuestro pais. Asimiswme, es importante --

realizar investigaciones sobre la posible resolucidn de los

defectes
estudios
tuar -en

cual nos

de la funcién de neutrdfilos, realizando para
experimentales con nueves firmacos que puedan
este caso- ern el fenfmeno de adherencia, para

proponemos investigar el pcsible efecto de la

ello
ag---
lo ==
pento

¥ifilina, un fdrmaco introducido en 1978 para el tratamiento

de enfermedades vasculares oclusivas, la cual en reportes --

previos se ha demostrado que mejora la capacidad funcional -

de neutrdéfilos de recién nacides (5, 23).



GENERALIDADES

Hace un siglc, Metchnikoff observd que las células fago-
cfticas de ciertas esponjas marinas ingerfan y destrufan a
los hongos invasores; por el contrario si el hongo no era -
destruido se desencadenaba unz diseminacién flingica fatal,
con lo cual predijo que las anormalidades de las células fa
gociticas podian comprometer lz defensa del hospedero.

Un siglo después, este concepto fué demostrado, consta--
tindose que las deficiencias cuantitativas o funcionales de
los neutréfilos PMHs circulantes culminaban en el desarro--
llo de infecciones bacterianas y flngicas, siendo elementos

claves en la resistencia a infecciones (38).

NEUTROFILOS POLIMORFONUCLEARES (PMNs):

Los neutrdfilos PMNs son las células mis numerosas que -
actian en la defensa contra las infecciones microbianas. Su
nimers total oscila entre 5000 a 8000 células/mm3 en el ---~
adulto normal, pero en nifios este nimero varia de acuerdo -
al grupo etario,

Provienen de células madres pluripotenciales de la médu-
la 8sea madurando en un periodo de 6 a 14 dias (figura 1);
no se replican en la etapa final y tienen una vida media de
aproximadamente & horas en circulacién y 2% en localizacio-
nes extravasculares; aproximadamente 100 billones de PMNs -
se destruyen en el organismo cada dfa, principalmente a ni-
vel de intestino y otras mucosas, liberindeose de la médula
6sea en igual nimeroc diariamente (33, 41},

En cuanto a su desarrsclle clonal, las ecélulas precurso--
ras especificas de PMNs dependen de la presencia de molécu-
las glicoproteicas conocidas colectivamente come factores -
estimuladores de colonia (CSF), siendo regulados segin los

requerimientos por estos factores (10).
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FIGURA 1. MADURACION DE LOS LEUCOCITOS POLII'OP"ONU(,LEADES
Adaptado del Walker y col. (ul).



Los neutréfilos PMNs contienen un nficleo multilobulado,
altamente condensado y metabdlicamente inactivo, con gran
abundancia de grinulos en su citoplasma (por lo que se co-
nocen también como granulocitos) equipados con numerosas -
enzimas antimicrobianas destinadas a la muerte y destruc--~
cidén de agentes invasores (17, 43).

Estos grdnulos se dividen en primarios, secundarios y -
terciarios, siende biolégica, morfoldgica y funcionalmente

distintos.

GRANULOS PRIMARIOS:

Aparecen en la etapa promielocitica del desarrollo celu
lar en médula §sea; bioquimica y citoquimicamente se ha de
mostrado que son lisosomas y adoptan un color azul con la
coloracidn de Wright o Giemsa (por lo que se conocen como
azurdfilos). Contienen abundantes enzimas lisosomales hi-=
droliticas, gran cantidad de mieloperoxidasa (cuyo tinte -
verdoso es responsable en gran parte de la coloracidn del
pus) y péptidos catidnicos de gran espectro microbicida de
nominados defensinas. (31).

GRANULOS SECUNDARIOS:

Aparecen a medida que la célula madura, aproximadamente
en la etapa de metamielocito; son mis pequefios y se tifien
mal, van superando en nimero a los primarios a medida que
progresa el proceso de maduracidn; contienen lactoferrina,
citocromo B, proteina fijadora de vitamina Bios lisozima v
colagenasas (33).

GRANULOS TERCIARIOS:

Se distinguen por la presencia de fosfatasa Scida que -
desempefia una funcidn microbicida por mecanismos desconoci

dos. Igualmente son abundantes en colagenasas (31,36).



ULTRAESTRUCTURA DE L0OS NEUTROFILOS POLIMORFONUCLEARES.

La funcionalidad de los PMNs dependen en gran parte de -
la constitueidn morfolégica de su citoesqueleto, el cual es
t& compuesto por microtfibulos y microfilamentos que se pue-
den observar mediante el uso de micrescopio electrdnico o -
de fluorescencia. (36).

Los microfilamentos ocupan la porcidn del citoplasma in-
mediatamente subyacente a la membrana plasmdtica, ocupando
protuberancias y regiones onduladas de é&sta, proyectando --
asi un acceso a los grénulos citoplasmaticos de la célula.
Estdn formados por fibras de 60 R de diimetro aproximado, -
compuestos en su mayorfa por una proteina globular llamada
actina., La polarizacidn de esta proteina provoca cambios en
el citoesqueleto membranal del PHN y con ello, la emisién -
de bseudopodos, de gran trascendencia en el procese de dia-
pedesis y en procesos endoefiticos, pudiendo conferir una es
tructura rigida a la membrana que provoca la restriccién en
el movimiento integral de las protefnas membranales (regula
cidn de la fluidez de la membrana celular). (31), °

Los microt{bules estin formados por fibras de 240 A de -
didmetro radial aproximado; compuestos en su mayorfa por --

- una proteina dimérica llamada tubulina, la cual estd com---
puesta por dos subunidades no idénticas (alfa y beta), de -
un peso molecular aproximado de 55000 daltons. Se originan
en los centrioles, extendiéndose del centro de 1la célula ha
cla todas direcciones; su funcidn aln no esta esclarecida,
aunque se piensa que sirven maAs bien como esqueleto interno
que aumenta la rigidez y mantiene la forma de la célula.(31,
41),



EVENTO_FAGOCITICO.

En respuesta a la invasién microbiana, los neutrdfilos -
PMNs desarrollan una serie ordenada de acontecimientos des
tinados al encuentro y destruccidn del agente agresor.

La adherencia, quimiotaxis y fagocitosis con la poste---
rior activacién de los mecanismos antimicrobianos, son los
pronesos que en conjunto constituyen el evento fagocitico;
de la indemnidad funcional de cada uno de estos pasbs, de-~
penderd que el proceso infeccioso pueda ser controlado y re
suelto.

ADHERENCIA:

Al sobrevenir el procesc infeccioso se desencadenan una
serie de estimulos inflamatorios, con lo cual se activan --
los PMNs adhiriéndose al endotelio.

Antiguamente esto se explicaba mediante tres mecanismos:
a) El endotelio cambiaba tornindose pegajosc.

b) Los leucocitos se tornaban excesivamente adherentes.
e) Existe una sustancia extrafia que actuaba como puente de
unién (3u).

Actualmente estos mecanismos han sido modificados ampli-
andose estos criterios, sobre todo a partir de los descubri
mientos de Springer (20).

La adherencia depende de la expresidn de proteinas de ad
hesién, proteinas del complemento, endotoxinas, asi como --
agentes farmacolégicos, como explicaremos posteriormente al
referirnos a este tema (41).

QUIMIOTAXIS:

Los PMNs, son capaces de migrar en forma dirigida median
te el proceso de quimiotaxis en respuesta a agentes quimi--
cos con actividad quimioatrayente, llamados quimiotaxinas,
dirigiéndose as{ con rapidez variable hacia el foco inflama
torio. ( 35).



Existen diferentes sustancias con actividad quimiocatra
yvente sobre los PMNs, entre los que se encuentran los si-
guientes:

-~ Fragmentos del desdoblamiento del componente Cq (Cg ac-
tivado), formado durante la fragmentacién de proteinas --
del complemento como consecuencia de la activacién por al
guna de sus dos vias: la clasica o la alterna (17).

~ Fragmentos de C, que se descubren después del desdobla-
miento por proteasas tisulares (Ca activado) o por activa
cibdn de la cascada del complemento.

- Factores bacterianos solubles (formil-péptidos), produc
tos del metabolismo bacteriano, que pueden aislarse de -~
filtrados de diversos microorganismos (Staphylococcus au-
reus, Escherichia coli, Streptococcus pneumoniae y Strep-

P
tococccus pydgenes).

- Prostaglandinas.
- HETE (hidroperoxieicotetraencico, leucotrieno B ). (17,
45).

La modulacidn de log receptores de factores quimiotdc-
ticos a nivel de la membrana contribuye a dirigir la mi--
gracién de los PMNs por la diferente densidad de estos re
ceptores como resultado de la translocacibén de los mismos
durante la polarizacidén, corrigiendo asi el PMN su direc-
cidn constantemente, haciéndola sumamente especifica (36)

OPSONIZACION:

La opsonizacidn puede oecurrir por anticusrpos IgG espe
cificos (opsonina termoestable), unidos al agente extrafio
por su poreidn variable o Fab'; al poseer los fagocitos -
receptores para la porcidén constante de la inmunoglobuli-
na, ¢l fragmento Fec, se forma una especie de pusnte (la -
Ig acerca la particula al fagocito); en forma semejante =
puede actuar el componente C3b generado durante la activa
cidn del complemento (opsonina termoldbil), el cual puede

w0



d;apoéitafse sobre el germen a ser ingerido y actuar como
medio de. unidn al fagocito que posee receptores especifi-
" cos- para Cab denominados CR1. (33).

La opsonizacidén favorece la fagocitosis incrementando
la efectividad del proceso por reconocimiento de los agen
tes extrafios con el posterior englobamiento por las ecélu-
las fagociticas. {(figura 2). (17, 33).

POLIMORFOHUCLEAR

%Bactem‘.a opsonizada
Receptores para . ) con Ig@

'i\}‘ab

Fe

el complemento

Receptores de superficie para la
porcidn Fc de la IgG.

FIGURA 2, REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL PROCESQ DE OQPSO-
NIZACIQON. Adaptado de Fudenberg y col. (17).

FAGOCITOSIS:

La fagoeitosis con la consecuente activacidn de los ==
sistemas antimicrobianos de PMNs son dos de los benefi---
cios principales del proceso inflamatorio. {(41).

En este proceso, las células tienen por finalidad eli-
minar el agente extrafio y remover los tej:idos dafiados o =~
envejecidos, para lo cual ingieren y degradan las células.

Posterior al reconocimiento de los agentes extrafios, -



se produce la ingestidn, proceso que requiere de la produc
cién de energia por el PMN y que ocurre con rapidez varia-
ble después del contacto del microorganismo recubierto por
complemento y anticuerpos con la superficie del PMN. (28),

Como consecuencia de la ingestidn, la particula queda in
cluida en una vesicula membranosa llamada fagosoma y se ge-
neran una serie de mecanismos enzimiticos oxidativos en la
célula, que en conjunto han sido denominados estallido res-
piratorio. Durante este proceso se producen metabolitos =~
reactivos que aunados a enzimas hidroliticas, protecliticas
y péptidos catidnicos conforman los elementos microbicidas
de los PMNs (figura 3).

Posterior a la ingestién se produce la fusién de membra-
na del fagosoma con los grénulos citoplasmiticos adyacentes,
que descargan su contenido en la vacuola fagocitica, para -
causar la muerte y digestidén del microorganismo. En esta --
etapa actlan los mecanismos antimicrobianos de las células.
Dichos mecanismos se dividen en: dependientes de oxigeno e
independientes de oxfgeno (cuadro 1). (28)

CUADRO 1. SISTEMAS ANTIMICROBIANOS DE LEUCOCITOS POLIMORFO-

NUCLEARES.
I. DEPENDIENTES DE OXIGENC II.INDEPENDIENTES DE OXIGENO
A. Mediado por mieloperoxi- A. pH dcido
dasa,
B. Independientes de mielo- B. Lisozima
peroxidasa.
1. Peréxido de hidrégeno C. Lactoferrina
Z. Anidn superdxido D. Proteinas catifnicas
3. Radicales hidroxilo granulares.

4, Singlete de oxigeno

Adaptado de Klebanoff, (26).
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FIGURA 3. MECANISMOS MICROBICIDAS DEL METABOLISMO OXIDATIVO
QUE OCURREN DURANTE LA FAGOCITOSIS (17).

1) Como consecuencia del contacto de una particula con la mem
brana del PMH, se activa un sistema de flavoenzimas asociada™

a la membrana, al que se le conoce comiinmente como "NADPH oxi
dasa". E1l NADPH oxidasa cataliza la reduccién de un electrdn”
de 0, a superdxido (0 ), usando NADPH como donador del elec--
tron.

2) Los moléculas de superéxido se combinan en presencia de la
enzima 50D para formar perdxido de hldrogeno

3) La MPO es depositada por degranulacidn en las vacuolas fago
citicas donde en presenc1a de H,0, y haluros cataliza las reac
ciones de halogenacidn de protelinés.

) E1 superox1do que escapa de la vacuola fagoc1tlca es reduci
do a H,0, mediante la SOD o dismutacidn espontdnea.

5-7) Ei o} 01top1asmatlco es destoxificado por los sistemas
catalasa § glutatidn-peroxidasa-glutatibn-reductasa.
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‘T. SISTEMAS ANTIMICROBIANOS DEPENDIENTES DE OXIGENO.

Los mecanismos antimicrobianos dependientes de oxigeno -
se dividen en dos, aquellos que estdn mediados por mielope-

roxidasa y los que no lo estdn.

A. Mediado por mieloperoxidasa (MPO):

La mieloperoxidasa es una enzima que tiene un grupo hemo
con pesc molecular aproximado de 156000 daltons, localizada
en granulos azuréfilos; juega un papel importante en la des
truccidén de microorganismos y su accidn es Sptima a pH Aci-
do; utiliza perdxido de hidrfgeno como sustrato y cataliza
la oxidacidn de un gran nimero de sustancias por medic de -
una reaccién peroxidativa. En este contexto puede oxidar --
iones haluro con la consiguiente formacién de hipo-haluros,
los cuales se comportan como poderosos oxidantes (33).

Esto se lleva a cabo mediante la siguiente reaccién:

+ MPO

HZOZ + cl1 + H —_— H20 + HOClL

La mieloperoxidasa junto con el perdxido de hidrdgeno, -
factores haluro oxidables y un pH dcido, integran un siste-
ma antimicrobiano potente en el fagolisosoma con propieda--
des antibacterianas, antimicSticas, antivirales y antimico-
plasméticas., (17,26),

El hipohaluro (0C17) producido por la reaccién de la MPO
puede reaccionar con el perdxido de hidrégeno para producir
el singlete de oxigeno (0%) mediante la siguiente reaceién:

0Cl + H202 ———p 0, + Cc1 + H,C



El singlete de oxigeno puede reaccionar con componentes
moleculares de la membrana que contienen dobles ligaduras =
en su.estructura, pudiendo ser letal para el microorganismo
con el que tenga contacteo, al producir cambios irreversi---
bles en los mismos.

Se han propuesto varios mecanismos explicativos de la ac
cidn microbicida del sistema HPO-H,0,- Haluro:

1) la halogenacién de sitios blanco como residuos de tirosi
na, aminas y grupos sulfhidrilo, de los microorganismos con
la consipguiente pérdida de su funcidén o estructura.

2) La descarboxilacidn oxidativa de aminodcidos con la gene
racidén de aldehidos téxicos y la produccidn del singlete de
oxigeno. Los amino&cidos o proteinas pueden ser clorinados,
forméndose potentes cloraminas o cloramidas téxicas, ocasio
néndo la descarboxilacidn y desaminacién de aminodcidos for

mando como producto €0,, amonio y un aldehfdo (18).

B. Independientes de mieloperoxidasa:

La fagocitosis de los PMNs se asocia’a un incremento si-
bito en el consumo de oxfgeno provoecando con esto un aumen-
to en el metabolismo de la glucosa, produciéndose NADPH me-
diante la siguiente reaccidn: (35).

Glucosa + NADP f-§§§9§§-9929§95£§§97 Pentosa + NADPH

HMP fosfato

Secundariamente, se producen metabelitos oxidativos téxi
cos durante el estallido respiratorio a cuycs componentes -

nos referiremos brevemente a continuacién:
I. GENERACION DE ANION SUPEROXIDO Y PEROMIDO DE HIDROGENO:
Al producirse el contacto de la particula a ser ingerida

13
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con la_memprana‘del PMN, se activa la enzima NADPHoxidasa,
~la.cual. cataliza la oxidacidn del oxigeno molecular a anién '

] superdxido. ( 05 ).

2.0, + nappy ~2DITOKIf2S y 20; + NADP® + H
El anidn superdéxido es altamente reactivo y puede actuar
como oxidante o reductor; cuando actla como oxidante es re-
ducido a peréxido de hidrdgeno. De gran importancia para la
funcién microbicida del PMN es la interaceidén de dos molécu
las de anidn superdwxido en una reaccién de dismutacién es--
pontdnea con la formacidn de perdxido de hidrdgeno, sobre -
todo a un pH bajo como el que se encuentra en el fagolisoso
ma; esta reaccidén también puede ser catalizada por la enzi-
ma superdxide dismutasa. La reaccidn es la siguiente:

20, + ot 29 o, o+ o,

~

3. GENERACION DE RADICALES HIDROXILO:

El anidn superdxido y el perdxido de hidrdgeno en solu--
cién acuosa pueden reaccionar entre si, en presencia de me-
tales cataliticos tales como el hierrc, formando radicales
hidroxilo (OH') el cual puede sex producido también directa

mente por la reduccidn de perdxidoe.

4. FORMACTON DEL SINGLETE DE OXIGENO:

Una ripida y no catalftica dismutacidn de anién superdxi-
do, conduce a la formacidn del singlete de oxigeno (102) y -
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peréxido de hidrégeno por la siguiente reaccién:

20, + 2 e 0, + H0,
Todaé_estas especies representan estados excitados de --

‘energfa altamente reactivos y sumamente tSxXicos para los or
ganismos., (17, 26).

IT. MECANISMOS INDEPENDIENTES DE OXIGENO:
A. pH ACIDO:

Duante la formacién de la vacuola fagocitica, el pH des-
ciende, principalmente debido a la produccidn de lactato du
rante la gluecdlisis, e influye sobre los microorganismos, -
afectdndolos directamente, ya sea por dcidos orgdnicos o 1i
pofilicos; por otra parte, la acidez proporciona un medio -
éptimo para el funcionamiento enzimdtico de MPO, ademis de
que facilita la digestidn de organismos intracelularmente -
por aumentar la actividad de hidrolasas Acidas lisosoma=---.
les. (17).

B. LISOZIMA:

La accién de la lisozima es hidrolizar la pared celular
de los microorganismos; es una proteina catiénica de bajo -
peso molecular (aproximadamente 14500 daltons),termoestable
y ataca especificamente enlaces beta-1l,4, que unen al 4cide
N-acetile.murimico con el N-acetil-glucosamina del péptido--
glicano, constituyente fundamental de la pared bacteria---
na. €26).

C. LACTOFERRINA:

Es una protefna proveniente de grinulos especificos de -
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alta afinidad por el hijerro; puede inhibir el desarrollo de
los microorganismos al competir con ellos por el hierro del
medio; por otra parte, facilita la producci&n de radicales
hidroxilo (26).

D. PROTEINAS CATIONICAS GRANULARES O DEFENSINAS:

Estas proteinas son ricas en arginina, de un peso molecu
lar generalmente bajo; sonh mds activas a pH neutro; afectan
la capacidad de los microorganismos para desarrollarse sin
destruir su integridad estructural. Actdan en cooperacidn -
con otros mecanismos antimicrobianes dafiando la membrana mi
crobiana (26).
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ADHERENCIA DE LOS NEUTROFILOS POLIMORFONUCLEARES.

Diversos factores estdn involucrados en la funcifn de ad
herencia, los cuales pueden actuar de manera directa o indi.
recta sobre los neutrdfilos PMNs, Estos factores los pode--~
mos clasificar de la manera siguiente: Co

1) Pactores intrinsecos del PMN.

2) Factores que afectan la membrana del endotelio.

3) Factores encontrados en el plasma.

4) Factores farmacoldgicos que pueden afectar alguno de los

mencionados anteriormente (34).

1) FACTORES INTRINSLCOS DEL POLIMORFONUCLEAR:

En 1979 Springer (20), descubrié una serie de anticuer--
pos monoclonales, especificos para antigenos leucocitarios
murinos capaces de afectar la respuesta de los leucocitos -
en el proceso inflamatorio; este marcd la pauta para una se
rie de observaciones vitales que permitieron la comprensién
de las bases moleculares de la adherencia de leucocitos mu-
rinos, que mis tarde se descubririan para humanos.

Las proteinas involucradas en la interaccidn adhesiva de
neutréfilos PMNs con el endotelio vascular, son un complejo
glicoproteico que consiste de tres subunidades designadas -
como LFA-1, Mac-1 (conocide también como Mol) y p.150,95, -
respectivamente (a partir del segundo congreso de trabajos
internacionales sobre diferenciacién de antigenos leucocita
rios humanos celebrado en Nueva York en 1985, se designa al
conjunto anterior como CDwil2)., (20, 28, 32).

Estos antigenos glicoprotefcos estin formados por dos ca
denas: la cadena beta, que es idéntica en los tres y la ca-
dena alfa, que es la porcidn variable; las subunidades Mol
y LFA-1 (antigeno asociado a la funcién linfocitica), con--
tienen uyna cadena alfa de 150 a 177 Kba y una cadena beta -
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de 95 KDa, unidas por un enlace no covalente (28},

La cadena alfa del antigeno Mol (1llamada alfa 1}, es re-
conocida por los anticuerpos monoclonales OKM-1, Mac-1 y -~
Mol, que pueden ligar con neutrffilos y monocitos; mientras
que la cadena alfa del antigeno LFA-1 (llamada alfa 2), es
reconocida por los anticuerpos monoclonales TSl-ss, L-1y -
TA-1, que ligan con linfocitos T, B, células NK y aparente-
mente con neutrdfilos y monocitos (20).,

El antigeno p.150.95, es una glicoproteina encontrada en
neutréfilos y monocitos, contiene una cadena alfa (llamada
alfa 3); evidencias sugieren que pueda ser el receptor C3d
de las células fagociticas. (figura 4). (20).

Los neutréfilos PMis de pacientes que carecen del antige
no Mol (lilamado también CR3I) son incapaces de unir particu-
las opsonizadas con C, ., el cual es un fragmento opsénico
derivado del complemento.que se fija a la superficie del mi
croorganismo durante la activacién del complemento (28); es
te receptor CR3 promueve reacciones de adherencia respon---
diendo a cambios en el microambiente celular, alterando su
distribucidn en la c#lula; aunque pueden encontrarse en si-
tios que no son accesibles a ligandos extracelulares, se --
puede producir una rdpida translocacién de estos receptores
a la membrana plasmidtica por la estimulacidén con factores -
quiniotdcticos. (36) La deficiencia del antigeno Mol se asc
cia no s8lo a defectos en la adheérencia, sino también a de-
fectos en la agregacidn, quimiotaxis, fagocitosis y estalli
do respiratorio. Se han identificado que pacientes con defi
ciencia de la glicoproteina Mol presentan alteracién par---
cial o completa para sintetizar la subunidacd beta normal; -
son frecuentemente productos de parejas consanguineas, lo -
que indica un probable patrdn autosdmico recesive de heren-
cia, (20, 36).

Se han descrito igualmente, pacientes con deficiencia de

los antigenos glicoprotefcos LFA-1 y p.150.95, (36).
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ANTICUERPOS | L. ]
IBY
«
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ANTIGENOS Mol LFA-1 p.150.95
CELULAS PHN, Mono T,HK,PMN, Mono PMN, Mono
EBV-B
FUNCION C3biR (CR3) CITOTOXICIDAD C3dR?
PROLIFERACION

FIGURA 4. ANTIGENOS LEUCOCITARIOS QUE INTERVIENEN EN LA
ADHERENCIA DE PMNs. Adaptado de J.I.Gallin (20},

PMN: Polimorfonuclear

HMono: monocitos

EBV.B: linfocitos B transformados por virus Epstein-Barr
LFA-1: antigeno asociado a la funcidn linfocitica.
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Existen otros factores intrinsecos del PMN que intervie-
nen en la funcidn de adherencia los cuales estdn relaciona-
dos con los antigenos membranales. La adherencia de alguna
forma estd mediada por cargas electrostdticas en las membra
nzs (normalmente negativas); por tanto, una disminucién de
la carga superficial negativa de los PMNs puede intervenir
en la agregacidn y adherencia celular. En este sentido, se
ha demostrado que el tratamiento de PMNs con neuraminidasa
incrementa la adherencia debido a la neutralizacién de car-
gas electrostéticas de la membrana cortando el enlace entre
el grupo terminal del deido n-acetilmurdmico y los componen
tes internos de la superficie membranal facilitando con -~--
ello el contacto celular (19).

Algunas observaciones indican que la exocitosis del con-
tenido de los grinulos especificos de PMNs es asociada cen
el decremento de la carga superficial y la translocacién de
receptores a nfvel de membrana con el consecuente aumento -
de la capacidad adhesiva; la liberacidn del contenido de --
los gré&nulos especificos, incluyendo lactoferrina y protei-
nas catidnicas modulan por otra parte la carga superficial
y las propiedades biofisicas de los PMNs, iniciando con ---
ello funcicnes de ensamblaje de microtlibulos y microfilamen
tos que ocasionan un aumentc en la adhesividad celular; An-
derson (3) evidencid que la movilizacidn y expresidn de an-
tigenos de adhesidn son regulados por estimulos quimiotdcti
cos o secretorios del contenido granular de neutrdfiloes (3,
19}. Lo anterior se apoya en recientes estudios con células
leucémicas y células inmaduras, en las que se ha evidencia-
do ripgidez de la membrana v reduccidn de la acherencia gque
es intrinseca a la célula y mejora con la maduracién, al --
mismo tiempo que se incrementa el contenido de grénulos se-
cundarios. (29).

Los niveles de nucledtidos ciclicos también influyen en

la funcidn de adherencia de PMHs; Bryant y Sutcliffe (29) -
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observaron que el aumento en los niveles de AMPc (3'-5'-ade
nosinmonofosfato ciclico intracelular) podia indueir la in-
hibicidn de la permeabilidad de membrana, Lo que implieca --
cambios en las fuerzag electrostiticas de membrana, provo--
cando con ello un incremento en le repilsién con las cé&lu--
las endoteliales. Inversamente, los niveles de GMPc (guano-
sinmonofosfato ciclico), tienern un efecto contrario al AMPc
en la adhesidn de PMMs, aunque alin no estd bien estudiado.
Los diferentes factores del PMN gque intervienen en la ad
herencia, se resumen en el cuadro siguiente: (cuadro 2).

CUADRO 2. FACTORES INTRINSECOS DEL PMN Y ALHERENCIA.

ANTIGENOS LEUCOCITARIOS Mol, LFA-1, p.150.95
EXOCITOSIS DE GRANULOS SECUNDARIOS

CARGA SUPERFICIAL DE LA MEMBRANA

NIVELES BE NUCLEOTIDOS CICLICOS AMPc y GMPc

2) FACTORES QUE AFECTAN LA MEMBRANA DEL ENDOTELIO,

El endotelio bajo ciertas circunstancias puede jugar un
papel activo en la produccifn del infiltrado leucocitario a
un tejido, al tener un papel modulador de la respuesta de -
PMNs a mediadores inflamatorios, 10 cual es el resultado de
la liberacién de productos solubles de células endoteliales
gque modifican dicha respuesta (29).

Entre los productos gue tienen efecto sobre la adheren--—
cia de PMNs se encuentran metabolitos derivados de la acti-
vacién del acido araquiddnico producidos en membra lipidica.
(cuadro 3).
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CUADRO 3. PRODUCTOS DERIVADOS DEL ACIDO ARAQUIDONICO EN MEM-
' " BRANA DE POLIMORFONUCLEARES.

FOSFOLIPIDOS MEMBRANALES
fosfoliﬁasa A

ACIDO ARAQUIDONICO

CICLOOXIGENASA LIPOOXIGENASA

PROS TAGLANDINAS ENDCPEROXIDASAS §-HETE

TROMBOXANO A2 PROSTAGLANDINAS LEUCOTRIENO B, OTROS
LEUCOTRIENOS

Adaptado de I, L. Weissman y col, (42)

Se ha enfatizado la participacidén de las prostaglandinas;
la prostaglandina I, (PG-I,), un derivado del dcido araquidé
nico por la via de la ciclooxigenasa, puede inhibir la adhe-
rencia de PMNs en concentraciones nanomolares; es probable -
que &sto ocurra a través del incremento del nivel de AMPc in
tracelular, inhibiendo ademds la produccién de leucotrieno -
Bu que es un agonista de la adherencia, asi mismo se sabe --
que la PGE, y la PGF, son capaces también de inhibir la adhe
rencia. (46).

Varios metabolitos del &cido araquidbnico pueden incremen

tar la adherencia; entre éstos encontramos al leucotrieno Bu
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(4cido 5-85-12-R-Dihidroxi-6,u4,cis-8-trans-icosatetranoico) -
generado cndogenamente en los PMNs por via de la lipooxipena
sa, el cual incrementa la adherencia cuando se aplica a célu
las endoteliales, siendo su efecto rdpido (no reguiere de --
mds de 1 minuto de preincubacidn para obtener un efecto mixi
mo), dosis dependiente y decae linealmente después de 30 mi-
nutos de removido. E1l mecanismo por el cual es posible que -
actile, seria a través del ocupamiento de receptores propios
de la superficie del endotelio provocando cambios en la inte
raccidn del endotelio con los PMNs, (24,37).

Bevilacqua y colaboradores (37), demostraron que el pre--
tratamiento de cé€lulas endoteliales con interleucina 1 (0.5
a 2 U/ml) induce la sintesis de factores de superficie en --
los mismos que incrementan la adherencia de leucocitos; ésta
no es una propiedad general de las interleucinas, ya que se
ha demostrado que la IL-? y el interferon no estimulan la ad
herencia (37),

Igualmente los lipopolisacdridos y el factor de necrosis
tumoral o caquectina (1 a 3 ng/ml, rTNF-alfa), son sustan---
cias que inducen la sintesis de factores de superficie de cé
lulas endoteliales que promueven la adherencia de neutrdfi--
los por alglin mecanismo que involucra el complejo CDwl8. (32,
7.

En este mecanismo de modulacidn de adherencia por células
endoteliales intervienen en grado significativo la sintesis
de nuevo RNA y protefnas; asi se ha demostrado que puede blo
quearse con la adicién de cicloheximida o actinomicina D (in
hibidores de la sintesis proteica y sintesis de RNA, respec-
tivamentel). (37).

3) FACTORES ENCONTRADQS EN EL PLASMA.

Existen diversos factores plasmiticos que pueden interve-
nir modificando la funcidn de adherencia de PMNs.
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Factores.plasméticos tales como los referidos al sistema
del édmplemento, pueden incrementar significativamente la ad
> herencia. Los fragmentos C.a y Cza des, arg (producidos du=--~
-rante la activacidn del complemento) inducen un aumento de 3
a'? veces la adherencia de neutrbfilos PMNs 3l endotelio, de
bido en gran parte a que causan un pequefio pero significati-
' vo decremento de la carga superficial celular aumentando de
esta mahera la adherencia a las células endoteliales (36J.

La interaccién de factores gquimiotadcticos con PMNs puede
afectar el metabolismo de fosfolipidos de la célula con la -
consiguiente modulacidn de la fluidez de La membrana; se mo=-
difican asi las caracteristicas propias de receptores ocupa-
dos y con ello su actividad (38).

Bockensted y col. (b) han descrito un factor plasmatico -
que incrementa la adherencia de PMNs al cual denominaron fac
tor de adherencia de neutrdfilos (NAF). Este factor es termo
estable, no dializable en el plasma y no se encuentra normal
mente en suero; requiere de un cofactor termol&@bil (comple--
mento), para ejercer su efecto plenamente. Se ha determinado
su punto isoelécetrico y se encontrd 1a actividad de dos dife
rentes proteinas dcidas, con punto isoceléctrieco de 3.5 a 3.8
y de 3,3 a 3.4, que fueron designadas como factor adherente
de neutrdfilos NAF I y NAF IT respectivamente. E1 NAF incre-
menta la expresidn de receptores Cyb de neutrdfilos, aunque

no afecta significativamente la fagocitesis (6, 27).

4) FACTORES FARMACOLOGICOS.

Se ha demostrado que diversos agentes farmacolSgicos pue-
den anrerferir con la adherencia de neutréfilos"in vitro” pu
diendo potencialmente comprometer las reacciones inflamato--
rias "in vivo™ y en consecuencia las defensas del hospedero.

Entre 8stos encontramos los farmacos de aceidn antiinfla-
matoria como los salicilatos, corticosterocides y los alcoho-

les. 29, 30,.
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Los corticosteroides pueden disminuir la capacidad de ad
herencia de los PMNé, aunque no se ha establecido con clari
dad el mecanismo de accidn; se ﬁrobone que ﬁuedan actuar a
través de la incorporacidén de moléculas de esterol en la --
membrana plasmitica de las células fagociticas, lo que pro-
duce cambios en la earga superficial, inhibiendo de esta --
forma la adherencia a células endoteliales, (11, 30).

Los agentes antiinflamatorios no estercidales como el ~--
icido acetilsalicflico, indometacina, fenilbutazona, ibupro
fen y fenoprofen, afectan igualmente la adherencia. Es pro-
bable que actfien a través de la inhibicién de la via de la
ciclooxigenasa en la conversién de 3cido araquiddnico a ---
prostaglandinas. (41).

Las emulsiones de grasas, ademids de ejercer efectos nu--
tricionales, pueden afectar la capacidad de adherencia de -
PMNs. Siegel (38) explica ésto mediante la repulsidn entre
moléculas hidrofilicas e hidrofébicas, esencial para la es-
tructura bdsica de las membranas celulares; la presenhcia de
triglicéridos incrementaria la concentracidén de moléculas -
hidrofébicas en 1la membrana celular, alterando el balance -
hidrofébico-hidrofilice de 1la membrana, modificando la dis-
tribueién de receptores de membrana (mayor exposicién) y -
aumentando de esta forma la adherencia del PMN al endote---
lio. (38).

Dentro de este marco de agentes farmacolSgicos que pue--
den actuar sobre la adherencia celular, existen algunos que
se ha demostrado, afectan la adherencia de lineas celulares
no leucocitarias, como eritrocitos. Sin embargo, es proba-=
ble que afecten igualmente a PMNs. Uno de estos férmacos es
la pentoxifilina, a la cuan nos referiremos posteriormen---
te. (5).



ALTERACIONES DE LA FUNCION DE APHERENCIA DE PMNs.

Se han rebortado diferentes alteraciones en la funcidn de
adherencia de PMNs, las cuales bueden presentarse en forma -
congénita o adquirida.

Diversas investigaciones han reportado defectos de la ad-
herencia de PMNs de neonatos, la cual no es debida precisa--
mente a algln dafio, sino mds bien a la falta de maduracidn -
de leucocitos PMNs a edad temprana, principalmente en lo que
respecta a la maduracidn de granulos secundarios y el ensam-
blaje de microtiibulos (2, 3); el PMN del neonato presenta un
citoesqueleto rigido, el cual no permite que la distribucidn
de sitios de adhesidn se realice de manera normal, lo que --
ocasiona una deficiencia en la movilizacidn y/o expresidn de
las proteinas de adhesidn del complejo CDwlB; estas anormali
dades son de importancia clinicopatolégica debide a que se -
les atribuye como uno de los contribuyentes del aumento de -
la susceptibilidad de neonatos a las infecciones.(3).

Se han descrito casos de pacientes con deficiencia de las
glicoproteinas de adhesidn de PMNs; estos pacientes presen--
tan defieciencia en la separacién de cordén umbilical, infec-
ciones bacterianas y ffingicas severas y recurrentes, disminu
cién en la formacidn de pus, enfermedad periodontal severa y
leucccitosis persistente (16). La severidad de la enfermedad
depende del grado de deficiencia de las glicoproteinas, ya =
que si la deficiencia estd en la subunidad alfa se puede pre
sentar falta de una glicoproteina; cuando la deficiencia se
encuentra en la incapacidad de sintetizar la subunidad beta
normal, se puede presentar deficiencia de una o més glicopro
teinas del complejo CDwl8 (43). Esta enfermedad parece tener
un patrdn autosdémico recesivo de herencia.

La terapia con corticosteroides es otro factor que puede
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alterar la funcidén de adherencia. Por mis de 30 afios los cor
ticosteroides han sido utilizados comunmente como terapia pa
ra muchos procesos inflamatorios y desédrdenes autoinmunes, -
tales como artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico,
hepatitis activa crénica, colitis ulcerativa, plrpura trombo
citopénica vy sindromes nefréticos leves; la administracidn -
de Estos pueden tener efectos diversos, ya que ademis de dis
minuir la adherencia de PMNs, afectan otro tipo de células,
como linfocitos T y B, incrementando asi la susceptibilidad
a enfermedades infecciosas que son atribuidas al uso diarie
de este tipo de férmacos, pudiendo tener resultados catastrd
ficos. (11).

Por otra éarte en §aciente5 con dafio hepdtico también se
han encontrado alteraciones de la adherencia, presentando --
ademds dafio en la locomocidn de PMNs. Ticha alteracidn puede
ser incrementéndose o disminuyendo. La disminucién de la ad-
herencia es explicada bor Altin y col.(1), los cuales sugie-
ren que al alteracidén es debida a la baja capacidad de res--
puesta del PMN a mediadores séricos (complemento), ya que es
tos pacientes presentan concentraciones de complemento séri-
co bajas, probablemente como resultade de la reduccidn en la
sintésis del mismo por el higado y al incremento en su consu
mo.

En cuanto al incremento de la adherencia se dice que se -
produce cuandc ¢l dafio hepdtico es leve y la liberacidn de -
mediadores séricos se encuentra elevada, lo gue implica el -
incremento de la adherencia de PMNs debido a la liberacién -
que existe de factores que la estimulan.

Se ha reportade que las complicaciones en poblaciones pe-
didtricas con un estado de malnutricién proteica-calérica, -
resultan del deficit de la respuesta inmune inespecifica, ya
que presentan alteraciones de la funeidn inflamatoria que re
sultan del deficit en la movilizacidn de células fagociticas
pudiendo ser afines a fallas en las propiedades adhesivas --
del PMN. (u).
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Por.lo anteriormente expuesto es de intéres para nosotros
estudiar el fendmeno. de adherencia. en.nuestra poblacién pe--

didtrica.

METODOS DE ESTUDIO DE LA FTUNCION DE APHERENCIA DE PMNs.

Existen diferentes métodos con los cuales es posible me--
dir la funecién de adherencia de PMNs in vitro. Existen méto-
dos muy sofisticados que resultan altamente costosos debido
al material que se utiliza para llevarlos a caboj; entre los

mé todos existentes enumeramos los siguientes:

A) Método de Diener (15):

Este método utiliza cultivos de células endoteliales a --
las cuales se les agregan los PMNs previamente marcados con
51Cv, posteriormente se realizan varios lavados para elimi--
nar las células no adheridas. Los PMNs que se adhirieron se
lisan mediante la adicién de NH,OH 1M y se mide en un conta-

dor de centelleo las cuentas por minuto liberadas por los -~

PMNs que se adhirieron mediante la siguiente férmula: (11,28)

. cpm_de PMlis lisados
 ADHERENCIA = cpm_ totdles agregadas

El nfimero minimo utilizado es de 5x10B PMNs.

Este método utiliza cultivos de células endoteliales a --
los cuales se les adicionan los PMNs, posteriormente se rea-
lizan varios lavados para desechar las células no adheridas;
las células que se adhieren se fijan con glutaraldehido al -
2% o formalina al 10%, para después tefilrlos con Giemsa y --
contarlos al microscopio invertide para obtener el porcenta-
je de adherencia mediante recuento diferencial.
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C) Método de Mc Gregor (30,38):

Es un método muy simﬁle v réﬁido, utiliza fibras de nylen
em§acadas en biﬁetas pasteur; este método permite medir los
PMNs adheridos a la fibra mediaznte la diferencia de células
que entran y las que salen en el efluente; el numero minimo
de PMNs utilizados para cada ensayo es de 1x10 PMNs y no --
hay necesidad de tefiirlos, por lo que se pueden contar direc
tamente al microScobio éﬁtico.

El método de Mc¢ Gregor da resultadus comparables con los
dos métodos anteriores; ﬁara los fires de nuestro estucdio re
sulta ser el método de elecciér.
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* PENTOXIFILINA

La ﬁentoxifilina, es una metilxantina (3,7,dimetil-l-oxo-
hexil-rantina)., Fué introducida en 1978 para el tratamiento
de enfermedades vasculares periféricas debido a que tiene la
propiedad de incrementar la deformabilidad de eritrocitos fa
cilitando su baso a través de capilares. (5,9,25).

Actualmente se ha dirigido la atencién a la investigacién
de los efectos de pentoxifilina sobre los PMNs. Sheetz, Vang
y Kreutzer (25), fueron los ﬁrimeros en estudiar los efectos
inmunomoduladores de ﬁentoxifilina, encontrande que incremen
taba la motilidad de leucocitos PMNs in vitro y la acumulae-=-
cidn de éstos "in vivo" en conejos. Posteriormente Mandell y
Sullivan (22), reportaron que la pentoxifilina modula la ex-
posicidn de receptores de superficie especificos cambiando -
el potencial de membrana, los niveles de calcio libres, la -
apariencia de miecrotfibules y microfilamentos celulares.

Se ha demostrado que este férmaco incrementa la quimiota-
xis de leucocitos PMNs asi como la acumulacidén de éstos en -
el foco inflamatorio, lo que sugiere que pueda ser utilizado
para incrementar las defensas del hospederc infectado.{5).

El mecanismo por el cual es posible que actlie la pentoxi-
filina, es porque siendo un inhibidor de fosfodiesterasas --
(enzimas que catalizan la hidrélisis de AMPc a 5'AMP), incre
nenta la concentracidén de AMPe, el cual se sugiere que indu-
ce la interiorizacidén de particulas, extrafias sirviende como
una sefial para que los leucocitos PMN puedan fagocitar, dan-
do la energfa suficiente y reemplazando la carga superficial
de membrana, lo que puede apoyarse en estudios antericres --
de Bryant y Sutcliffe (8), los cuales proponen que el AMPc
pueda cambiar las fuerzas electrostiticas de membrana provo-
cando con ello un cambioc en las caracteristicas de la membra
na del PMN., (23),

A rafz de los descubrimientos anteriores, se produjeron -

diferentes estudios aplicados especificamente a neonatos; --
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Hill y col. (23) reportarcn que los leucocitos PMNs de neona
tos tienen citoesqueleto rigido, lo que puede disminuir el -
movimiento de los receptores de membrana a la superficie ce-
lular, dando bor resultado un decremento de la motilidad del
PMN del neonato comparado con el del adulte (5). La pentoxi-
filina es capaz de incrementar la motilidad debide a que ele
va la flexibilidad del citoesqueleto pudiendo ser utilizada
para incrementar la respuesta de PMNs de infantes recién na-
cidos infectados y con ello su defensa, evitando riesgos com
parados con tratamientos tales como la aplicacidn de transfu
siones o la administracidn de anticuerpos especificos en neo
natos. (22, 23, 25).

Mo se ha evaluado el efecto de este firmaco sobre la fun-
cién de adherencia de PMNs, por lo que nos propusimos llevar
3 cabo dicha tarea en el presente trabajo, debido a los ante
cedentes ya existentes.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA,

Nos hemos referido a los antecedentes del papel principal
de la adherencia de PMNs dentro del marco de la respuesta in
flamateoria y de la imi:or-tancia del estudio de esta funcidn -
de los neutréfilos PMNs.

De ahi la necesidad de disponer de una metodclogfa que --
permita evaluar esta funcidn y que sea fdcilmente disponible
en los laboratorios de apoyo al diagnéstico y sobre todo en
las instituciones hospitalarias.

En este contexto es igualmente necesaric determinar los -
valores de adherencia de PMNs de adultos sanes, nifios norma-
les y nifios desnutridos, estableciendo pardmetros de anorma-
lidad. El estudio de esta Gltima poblacién (nifios desnutri--
dos) encuentra su justificacién debido a que constituye el -
grupe de mayor morbimortalidad infecciosa, disponiéndose de
escasa informacidn con respecto al comportamiento de la fun-
cidén de adherencia de PMNs provenientes de la poblacidn pe--
didtrica mexicana.

Por otra parte, consideramos de importancia la evaluacidn
de la adherencia de PMNs provenientes de las mismas poblacio
nes en respuesta al tratamiento "in vitro" de estas células
con pentoxrifilina para establecer el posible efecto de éste
farmaco sobre la funcidén de adherencia ya que se ha demostra
do que la misma altera la distribucifn de receptores a nivel
de la membrana celular, la cuval, comc ya hemos mencionado an
teriormente desempefia un papel fundamental en la funcién de

adherencia.



1)

2)

3)

HIPOTESIS DE .TRABAJO -

La capacidad de adherencia de leucocitos polimorfonuclea-
res de nifios desnutridos difiere significativamente de la
de nifios eutrdficos y adul tos normales.

La pentoxifilina disminuye la funcidén de adherencia de --
neutrdfilos polimorfonucleares.

La pentoxifilina no influye sobre la capacidad de respues
ta a estimulo inflamatorio medida por funcién de adheren-
cia de neutréfilos polimorfonucleares.
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a)

b)

c)

OBJETIVOS

Estandarizar una metodologia para el estudio de la fun-
cifn de adherencia de leucocitos polimorfonucleares.

Determinar la caﬁacidad de adherencia basal de leucoci-
tos polimorfonucleares de adultos, nifios eutrdficos sa-
nos y nifios con desnutricién grave (deficiencia de peso
mayor del 25%) y con exbosicién a un estimulo inflamato
rio.

Evaluar el efecto de la pentoxifilina sobre la capaci--
dad de adherencia basal y en respuesta a un estimulo in
flamatorio de los leucocitos polimorfonucleares.

3y
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" MATERIAL Y METODOS.

,a>,nu;s;3As UTfLIZADAS:
: Para‘aléanzar los objetivos que nos propusimos, se proce-

'di8 a obtener sangre venosa, que para los fines del presente

trabajo las denominamos muestra, de tres diferentes grupos -
de poblacidn que se expresan a continuacidn:

I) Muestras provenientes de 20 adultos voluntarios sanos, de
. ambos sexos, de un promedio de edad de 25 a 35 afios que acu~
dieron al Banco de Sangre del Hospital Infantil de México --
"Tederico Gémez".

II) Muestras de 10 nifios eutrdéficos sanos que acudieron al -
hospital sin cursar enfermedades infecciosas, previo consen-
timiento por escrito de los padres, de un §romedio de edad -
de 5 afios.

III) Muestras de 20 nifios desnutridos de II y III grado, se-
gln las tablas del Doctor Federico Gémez (deficiencia de §e~
so mayor del 25%), con un promedio de edad de 5 afios. (ver -
anexo II). i

b) SEPARACION DE LEUCOCITOS PQLIMORFONUCLEARES:

La separacién de PMNs se 1llevd a cabo utilizando la meto-
dologfia de Boyum (7) con algunas modificaciones.

Se colectd sangre venosa en tubos de polipropileno de 15
ml, utilizando Heparina como anticoagulante a una concentra-
cidén de 10 U/ml de sangre. Se diluyd la sangre en S.5.I. en
una relacidn 1:1 (v/v); luego de mezclarlo se adiciond solu-
¢idn de Ficoll-Hvpagne en 1z parte inferior del tubo (en re-
lanidn 1:6), lo cual permite la formacidén de un gradiente -=
que separa eritrocitos y leucocitos PMNs de las células mono
nucleares al centrifugar la muestra a 1500 yrpm durante 25min
en una centrifuga refrigerada a NOC; luego de la centrifuga-
cibén se desechd la capa de cé€lulas mononucleares con el so~--
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brenadante. E1 paquete obtenido (conteniendo eritrocitos y -
PMNs) se incubd con solucidn de Dextrdn al 6% (en relacidén -
1:3) durante 20 min a 37°C, en atmdsfera de €0, al 5%; en es
te paso se produce la sedimentacidn de los eritrocitos, en -
tanto que los PMNs quedan en suspensidn. Se separd el sobre-
nadante que contenfa los PMNs y se centrifugd a 1500 rpm du-
rante 1¢ min, para lisar posteriormente los eritrocitos con-
taminantes mediante la adicidén al botdn de 1ml de solucibn -
de cloruro de amonio al 0.85% dejando la suspensién en repo-
so a temperatura ambiente (22°C) durante 10 min; al cabo de
este tiempo se adiciond $.S.I. para restaurar la osmolaridad
y se centrifugd nuevamente a 1500 rpm durante 10 min.
Finalmente el paquete obtenido conteniendo los PMNs se re
suspendid en 1 ml de solucidn salina balanceada de hanks ---
(SSBH) y se procedid a realizar el recuento celular, asi co-

mo controles de viabilidad y pureza.

c) DETERMINACION DEL NUMERO DE POLIMORFONUCLEARES:

Se determind el nlmero de leucocitos PMNs/ml en la suspen
s5ién obtenida utilizando solucién de Turk comc diluyente y -
agente que lisa los eritrocitos contaminantes, preparando —-
una dilucidn 1:10, de la cual se tomd una alicuota que s¢ co
locS en un hematocitdédmetro (camara de Neubauer) para reali--
zar el recuento con el lente objetivo de 40x de un microsco-
pio Olympus.

El nlmero final de PMHs se calculd segln la siguiente f8r

mula:

PMNs/ml = Ho. promedio de células por cuadrante X 10 ¥% 10"
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d) DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE PUREZA:

El percentaje de pureza de leucocitos PMNs, se llevé a ca
be durante la estandarizacidn del procedimiento de obtencidn
de PMNs, mediante la preparacidn de un frotis de la suspen--
sidén obtenida en un portaocbjetos limpio y desengrasado, ti--
fiédndolo posteriormente durante 2 min con colorante de Wright;
se lavd con agua destilada, se secd y se observd al microsco
pio con el objetivo de inmersién.

El porcentaje de pureza de PMNs se calculd con la siguien

te fbérmula:

. 100 - No.PMNsl
3PMNs = 1 -[——fﬁ-o—w-— x 100

e) DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE VIABILIDAD:

La metodologia de exclusidn de azul tripano se basa en la
capacidad que tienen las células vivas de impedir la penetra-
c¢idn del colorante a través de membrana celular, por lo que -
las c&lulas muertas se tifien por no tener esta capacidad.

Se prepard una dilucién 1:10 con azul tripano de la suspen
sidén contande las células viables en el hematocitémetro des--
puds de coloecar una alicuota en ésta.

El porcentaje de viabilidad se calculd con la siguiente --
foérmula:

PMNs viables

PMNs totales x 100

$YIABILIDAD =

£) ESTANDARIZACION DE UNA METODOLOGIA DE ESTUDIO DE LA ADHE--
RENCIA DE PMN:

Los leucocitos PMNs tienen la capacidad de adherirse me---
diante cargas electrostiticas que existen en la superficie de
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la membrana a diferentes superficies inertes; entre éstas se
encuentran el vidrio y la fibra de nylon; la téecnica de eva-
luacién de la capacidad de adherencia de Mc Gregor (39), se
fundamenta en esta capacidad de los PMNs de adherirse a mate
riales inertes, existiendo una relacidn directa entre el va-
lor obtenido de células adheridas y la adherencia de PMNs a
las células del endotelio (superficies vitales). (37,38). No
sotros seguimos la metodologfa de Mc Gregor para estudiar la
adherencia de PMNs, utilizando durante los ensayos de estan-
darizacidn dos procedimientos diferentes que se detallan a -
continuacidn:

Se empacarcon uniformemente pipetas pasteur con 4Omg de fi
bra de vidrio (laboratorios J.T.Baker) en un espacio de l5mm
se humedecieron con SSBH y se incubaron durante 10min a 37°%¢C
antes de ser utilizadas. Las columnas fueron ancladas en un
caballete, tras lo cual se les agregd 1 ml de la suspensién
de PMNs ajustada a 2x10° PMNs/ml, determinande el nimero de
PMNs que pasaron a través de la columna después de dejar flu
ir libremente 1la suspensidn durante 10 min.

El porcentaje de adherencia se calculd de la manera si---

guiente:

PMNs/ml mta.original - PMHs/ml en el efluen‘ce‘<

PADHERENCIA = PMNs/ml muestra original

Cada ensayo se realizd por duplicado, sacando un promedio
de cada muestra estudiada.

Pebido al costo y riesgo presentados al manejar la fibra -
de vidrio, posteriormente ensayamos el estudio de adherencia
de PMNs utilizando fibras de nylon por la facilidad de su ma-
nejo; ademis utilizamos jeringas de polipropileno que son reu
tilizables, en lugar de pipetas pasteur, con lo que se abara-
tan costos notablemente, procediendo simultinecamente a deter-

minar si existian diferencias entre ambas metodologfias. Para
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estos fines se empacaron uniformemente jeringas de polipropi-
leno de 1 ml (tipo tuberculina), con 40 mg de fibra de nylon

(tipo 200, 3 denier, 3.81 cm, laboratorips Fenwal); se humede
cieron con SSBH y se incubaron a 37°C durante 10 min antes de
su utilizacién. Se determind el porcentaje de adherencia de -

igual manera que con la fibra de vidrio.

g) TRATAMIENTO DE LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES CON PENTOXIFL
LINA.

Se prepard una solucidn de pentoxifilina (Trental R, lote
2719, laboratorios Hoechst-Roussel Pharmaceuticals Inc.) con
SSBH a una concentracibn de 100 ug/ml 1 hr antes de su utili-
zacidén. Se eligié esta concentracién del férmaco debido a que
en diferentes reportes se menciona como la dosis efectiva so-
bre las funciones de PMNs.

A la suspensidn de PMNs ajustada a 5x10° células/ml se le
adicion6 1 ml de la solucidn de pentoxifilina (relacién PMNs=
férmaco de 5x106/100 ug), incubando la suspensién durante 60
min a 37°C en atmésfera de €0, al §%, tras lo cual se lavaron
las células, adiciondndoles 3 ml de SSBH centrifupando a 1500
rpm durante 10 min, resuspendiéndo posteriormente el paquete
en SSBH para estudiar la cdpacidad de adherencia de PMNs.

Para los ensayos posteriores con factor quimiotdctico como
estimulo inflamatorio, las muestras se incubaron 30 min, de--

jando los otros pardmetros constantes.

h) EXPOSICION DE LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES CON FACTOR QUL
MIQTACTICO COMO ESTIMULO INFLAMATORIG.

Se ha demostrado que el factor C; activado (Csa) tiene ac-
tividad quimiocatrayente sobre los leucocitos PMNs, siendo un
factor producido durante la activacidn de la cascada del com-

plemento ya sea por via cldsica o alterna (12).
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"In vitro" este factor puede ser producido incubando sue~
ro normal con diversas estructurasg bacterianas (como endoto-
xinas, lipopolisacidridos) o flingicas, como el zimosan (frag-
mento de la pared celular de La levadura Sacharomices cerevi

ceae), durante 1o cual se activa la via alterna del comple--
mento produciendo con ellc la generacidn del fragmento Csa.
(12, 17).

Nosotros utilizamos para nuestros estudios Cga preparando

un lote como sigue:

a) PREPARACION DE ZIMOSAMN:

Se pesaron en balanza analftica 300 mg de zimosan (levady

ras de Sacharomices cereviceae, Sigma Chemical Co., USA, lo-

te 93F-0144, suspendiéndelo en $,5.I. estéril, se agitd vige
rosamente en un vortex y se hirvid durante 30 min para su di
solucibn completa; posteriormente se realizaron 2 lavados -

con S.5.I. para finalmente resuspenderlo a una concentracidén
de 10 mg/ml en SSBH, la cual fué alicuotada en viales de po-
lipropileno estériles de 1 ml, conservandolos en un refrige-

rador a -10°¢ hasta su uso.

b) OBTENCION DE SUERO:

Se obtuvo sangre venosa de conejos albinos de 6 meses de
edad promedio, a partir de la cual se obtuve el suero. La --
sangre se dejd coagular durante 15 min a 37°C, se centrifugd
posteriormente a 1500 rpm durante 10 min, separando el coagh
lo, aspirando el suero con una pipeta pasteur para alicuotar
lo en viales de poliprepilenoc estériles en vollimenes de 200
ul por vial, los cuales fueron guardados en un refrigerador
Revco a -40°C para evitar la descomposicidn de protefnas (--

complemento) hasta su utilizacidn.

c) PROCEBIMIENTO:

El suero de conejo se activd con zimosan a una concentra-
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cibn de 10 mg/ml, inmediatamente antes de la preparacidn, se
procedid a descongelar el zimosan y centrifugar a 3000 rpm;
luego - de desechar el sobrenadante, se adiciond al botdn, sue
ro de conejo al 20% en S$SBH; incubdndolo durante 30 min a --
37°C en atmésfera de €0, al 5%; luego la suspensidn de zimo-
san se centrifugd a 3000 rpm para posteriormente separar el
sobrenadante (suero activado). La actividad quimiocatrayente
de este suero se demostrd por ensayo de quimiotaxis. (12).

Finalmente el suero ya activado se alicuotd en viales de
polipropilenoc (1 ml en cada vial) sellindolos con parafilm y
guardindolos en un refrigerador Reveo a -40°C hasta su utili
zacidn,

II) ESTUDIO DE LA ADHEPRENCIA DE POLIMORFONUCLEARES EXPUESTOS
A SUERG ACTIVADO.

Para evaluar la respuesta de adherencia de PMNs al suero
activado se adicionaron 100 ul de suero activade (descongela
6 PMNs {sin tra-

tamiento y tratados previamente con pentoxifilina); se proce

do 10 min antes de utilizarlo) por cada 5x10

dié a incubarlas durante 30 min a 37°C en atmdsfera de CO2 -
al 5%; luego se lavaron las células adiciondndoles 3 ml de -
SSBH y se centrifugd a 1500 rpm durante otros 10 min. El pa-
quete fud vresuspendido en SSBH a una concentracidn de 2x10

PMNs/ml, procediendo luego a determinar el porcentaje de ad-

herencia.
i) ANALISIS ESTADISTICO:

El anilisis estadistico se llevé a cabo mediante la utili
zacidn de la "t" de Student, estadigrafo paramétrico, ya que
los resultades se expresaron en escala dimensional y las ---
muestras tuvieron distribuciédn normal (1u).

Para demostrar la diferencia entre muestras de diferentes
poblaciones, se utilizd una "t" de Student para muestras no
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correlacionadas:

¥

) Xz - KZ
1” % 1 1
WA= N N,

CDONDE: %% = %% - (Zw)?

N

Para demostrar la diferencia entre muestras pertenecien-
tes a una misma poblacidn, se utilizd una "t" de Student pa
ra muestras correlacionadas.

te D b= %- %
- s_ donde : D = X=Xy
D
s={8 . s_ 5 @ - - oem?
D N D = — N
N1
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RESULTADCS .

A) CARACTERISTICAS DE LA POBLACION CELULAR:

Durante la fase de estandarizacién del proceso de separa-
cidn celular se demostrd que mis del 95% de las células obte
nidas fueron PMNs (grado de pureza). La medicién de viabili-
dad de las células obtenidas por exclusién de azul tripano -
demostrd que mds del 95% de ellas exclufan el colo}ante, lo
que implicaba un alto grado de viabilidad con el uso de esta
metodologia. El1 rendimiento del método en cuanto al porcenta
je de PMNs obtenidos a partir del nflimero inicial presente en
la sangre fué mayor del 75%.

B) ENSAYOS DE ESTANDARIZACION DE LA ADHERENCIA DE POLIMORFO-
NUCLEARES:

En los ensayos de estandarizacidn utilizando los dos ti--
pos de fibra, encontramos que no existia una diferencia sig-
nificativa (tabla I) por lo cual se opté por continuar traba
jando con fibras de nylon que presentaba mis facilidades en
su manejo.

c) CAPACIDAD DE ADHERENCIA BASAL DE LEUCOCITOS POLIMORFONU--
CLEARES :

Al medir la capacidad de adherencia basal de neutr&filos
PMNs de las poblaciones: adultos sanos, nifios eutrdéficos sa-
nos y nifios desnutridos, se demostrd una diferencia signifi-
cativa entre los 3 grupos (tabla II); sin embargo claramente
se puede observar que la diferencia es aiin mayor entre los -

2 grupos de nifios estudiados (figura 5).
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Tabla I. ESTANDARIZACION DE LA ADHERENCIA EN ADULTOS VOLUNTA
RIOS SANOS CON LOS DOS TIPOS DE FIBRA,

MUESTRA  PORCENTAJE DE ADHERENCIA PORCENTAJE DE ADHERENCIA

CON FIBRA DE NYLON - CON FIBRA [E VIDRIO
1 73.3 - 73.3
2 75.0 78.3
3 73.3 76.8
y 76.9 79.4
5 76.6 73.3
6 81.1 78.8
7 69.6 63.6
8 91.7 91.7
9 72.5 67.5
10 86.0 60.0
11 85.0 60.0
X + 8D 78.346.8 73.5+9,2%
¥ pyU.0s,

Los ensayos se realizaron por triplicado, utilizando 40mg de

fibra.
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o TabléHII.,CAPACIDAD DE ADHERENCIA BASAL:DE: LEULOCITOS POLI-
SR ‘fiMORFONUCLEARES

MUEST?A:VZL o PORCENTAJE PE ADHERENCIA

ADULTOS  NIFIOS EUTROFICOS NINOS DESNUTRIDGS
(n=20) (n=10) (n=20)
T 73.3 62.9 84.3
2 75.0 73.3 80.6
3 76.6 70.0 79.3
Ty 76.9 63.5 91.3
8 81.1 71.4 ‘ 85.5
6 73.3 66.6 76.9
7 79.8. 71.1 . , BY4.9
8 70.0 75.9 - - 76.8
¥ 86.1 70,0 89.4
19 82.6 714 88.7
11 86.3 e : 91.2
12 76.1 ann y1.2
13 77,1 E 92,1
4 75.0 —— 91,7
15 71.4 — 88,5
16 73.6 - 75.0
17 78.5 ——— 83.3
18 77.7 —- 93.4
18 82.3 ——- 83,3
20 80.0 — 86.0
¥i5D 77.6+L4.5 70.313.4% 86.2+5,6%*

datl

* Diferencia entre el grupo de adultos voluntarios sancs y
nifios eutrdficos sanos p<0.001.

*% piferencia entre el grupo de adultos voluntarios sanos y
nifilos desnutridos. p<0.01.

®%% Djferencia entre el grupo de nifios eutrdficos sanos y -
nifios desnutrides. p.<0.001,

Los ensayos se realizaron por duplicado utilizando 40mg de
fibra de nylon.
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-'D)-: RESPUESTA DE POLIMORFONUCL'EARES AL TRATAMIENT_O coN PINTO
. XIFILINA: 5 ‘

Al realizar los emsayos de adherencia de PMNs en respues
ta al tratamiente con pentoxifilina "in vitre" (100 ug/ml)
se demostrdé que esta droga efectivamente disminufa la adhe-
rencia en los 3 grupos de estudic significativamente. (figu
ra 6, tabla IIL).

E) RESPUESTA DE POLIMORFONUCLEARES AL TRATAMIENTO CON Csa
COMO ESTIMULO INFLAMATORIO:

En lo que respecta a la respuesta de PMNs al tratamiento
con Cca, se demostrd que existia una respuesta significativa
en adultos sanos y nifios eutrificos sanos; sin embargo en ni
flos desnutridos variaba notablemente (tabla IV), evidencian-
do que no habia una respuesta ante dicho estimulo, 1o que se
puede ver mis claramente en la figura 7.

F) RESTAURACION DE LA RESPUESTA ADHERENTE DE POLIMORFONUCLEA
RES DE NIFNOS DESNUTRIDOS:

Comprobamos que el tratamiento con pentoxifilina es capaz
de restaurar la respuesta de PMNs de nifios desnutridos al --
tratamiento con Cca como estimulo inflamatorio {tabla V. Fi-
gura 8).
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. TABLA III RESPUESTA DE LEUCOCITOS POLIHORFONUCLEARES
’ AL TRATAMIENTO CON PENTOXIFILINA . (Px)

‘ PORCENTAJE DE ADHERENCIA

ADULTOS . NIfl0S EUTROFICOS NINOS DESNUTRIDOS

BASAL . -"Px .  BASAL Px BASAL - Px
86.3 . 78.0 9.2 56.4 91.2 88.0
76.1 . 71.4 - 73.3 50.0 91,2 32.4
77,7 60.0 70.0 62.5 92.1 99.3
75.0 . 62.5 63.6 52.1 91,7 87.5
7.6 86.6..  71.4 62.5 88.5 82.1
73.6 BB LEn 5 66.6 . 50.0 75.0 9.4
78.5 §2.5° - 71.4 50.0 83.3 50.0
77.7  68.5 75 .9 71.8 93.4 73.1
82.3 . 70,0 70.0 61.5 83.3 71.1
80.0 76.5 71.4 63.6 86.0 79.72
77.9 §7.8%  70.3 59,04% 87.6 79, 208
+4.3 5.7 +3.4 +6.9 45.7 +14

X # 5D n=10

* Significancia en la respuesta de adultos voluntaries sanos
pL0.001,
%% Significancia de la respuesta de nifios eutré6ficos sanos
p<0.001.
®a% gipnificancia en la respuesta de nifios desnutrides p40.05.
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FIGURA 6. RESPUESTA DE POLIMORFONUCLEARES AL TRéTA!'lIENTO
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STABLA IV. RESPUESTA DE LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEAPRES A 'Csa :
- COMO ESTIMULO INFLAMATORIO.

PORCENTAJE DE ADHERENCIA

ADULTOS NIROS EUTROFICOS NIfIOS DESNUTRIDOS
BASAL Cca BASAL Cga BASAL Cza
86.3 . 92,8 62.9 77.5 91.2 78.7
76.1 81.2 73.3 82.6 91,2 69.5
77.7 85.7 70 .0 75.0 92.1 95.3
75.0 83.4 £3.6 73.1 91.7 88.7
714 85.7 71.4 83.3 88.5 90.8
73.6 83.3 66 .6 75 .0 75.0 82.5
78.5 87.5 71.4 81.3 83.3 652.5
77.7 90.0 75.9 82.4 93.4 87.7
82.3 9y .5 70.0 78.5 83.3 79.0
80.0 81.2 71.4 82.2 86.0 72.7
77.9 86 . 4% 70.3 79.1%* 87.6 80, 7
.3 4.7 +3.7 3.7 5.7 +10.3

X + 5D n=10

* Significancia en la respuesta de adultos voluntarios sanos
p¢0.001.

*% Significancia en la respuesta de nifios eutrfficos pg0.001.

4% gjgnificancia en la respuesta de nifios desnutridos p¢9.1.
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TABLA V. RESTAURACION DE LA RESPUESTA DE POLIMORFONUCLEARES
DE NIFOS DESNUTRIDOS AL ESTIMULO INFLAMATORIO DESPUES DEL ~
TRATAMIENTO CON PENTOXIFILINA (Px).

PORCENTAJE DE ADHERENCIA

MUES TRA BASAL CSa PENTOXIFILINA Px-CSEI

1 91.2 78.7 88,0 4.6

2 81.2 69.5 92.4 96.3
3 92.1 95.3 99,3 9.2

4 91.7 88.7 87.5 97.5

5 B8.5 90.8 82.1 92.8

8 75.0 82.5 69,4 8.4

7 83.3 62.5 50.0 68.7

B g93.4 87.7 73 80.4
9 85.0 72.7 79%.2 78.1
10 83.3 75.0 71.1 88.8
X +SD 87.6+5.7 80.7+10,3* 79.2+14 88,049, 3%%
n = 10

* Significancia entre PMNs en condiciones basales y PMNs

tratados con CSa’ pg0.1.
*% Significancia entre PMNs tratados con pentoxifilina y
C5a previo tratamiento con pentoxifilina, p40.005,
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DISCUSION

Cuando se produce tna invasién microbiana. se desencade-
na una serie de eventos que involucran diferentes procesos
en los cuales los neutréfilos PMNs juegan un papel central
en la resolucién del problema como respuesta primaria.

Como ya lo habiamos definido antericrmente, la adheren--
cia es una de las funciones llevadas a cabo por los PMNs de
la cual van a depender procesos subsiguientes tales comoc --
gquimiotaxis, fagocitosis y muerte intracelular.

Existen diferentes metodologias para la evaluacidn de la
funcidn de adherencia de leucocitos PMNs; uno de estos mé to
dos, es el desarrollado por Me Gregor (39), que fué el es--
tandarizado para Los fines de nuestro estudio; resulta ser
una técnica de ficil adquisieidn, no requiere de material -
sofisticado ya que puede realizarse con fibra de nylon o fi
bra de vidrio, no encontrando entre ambas una diferencia --
significativa (78.346.8 v,s. 73.5#9,2; p»0.05), lo que im--
plica que se puedan utilizar indiferentemente cualquiera de
ellos; sin empargo, ta fibra de vidrio requiere de mis pre-
cauciones en su manejo por los riesges de traumatismo cor--
tante y deben utilizarse pipetas pasteur, lo que aumenta ==
los costos del procedimiento; por otra parte el empaguetaao
final no siempre resulta ser el 1deal; por tcdas estas razo
nes optamos por trabajar con la fibra de nydon,

Esta técnica puede ser implementada en los laboratorios
de apoyo al diagnistico, sobre todo los enfocados a proble-
mas de salud pedidtricos, ya que las fallas en la funcidn -
de adherencia pueden ser detectadas principalmente a edad -
temprana, las cuales son debidas a la falta de maduracién -
del PMN {en el caso de neonatos) & fallas estructurales del
PMN {(deficiencias del complejo glicoproteico CDw1B). (32).
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En lo que respecta a los valores basales reportados en 11
teratura, utilizando el método de Mc Gregor, se reporta un -
valor de 76+12 (30) para la poblacibn de edad adulta, mien--
tras que con los métodos utilizando cultivos celulares, este
valor es de 1747 (11); los valores basales de adherencia que
hemos obtenido con PMNs provenientes de adultos sanos son si
milares a lo reportado en la literatura, lo que apoya nues--
tro concepto de ficil estandarizacién y reproducibilidad del
método (tabla II); por otra parte no podemos comparar nues--
tros datos con los valores de adherencia obtenides con las -
metodologias basadas en el uso de células endoteliales debi-
do a las condiciones empleadas que son totalmente diferentes,
ineluyendo la poblacidn muestreada.

El valor de adherencia basal de PMMNs para adultos sanos -
es comparativamente mayor al de nifios eutrdficos (77.744.5 -
v.s. 70.,343.4; p40.001) como se puede observar claramente en
la figura 5; esto puede deberse a que las condiciones metabd
licas referentes a la produccidn y maduracidn celular varian
notablemente si comparamos un adulte sano con una edad prome
dic de 25 a 35 afies, con un nifio sanc de $ afies. La diferen-
cia de la capacidad de adherencia en funcitn a la edad, no -
es un hallazgo inesperado, ya que tambidn se ha observado =--
con otras funciones del PMN.

Al determinar la adherencia de nifios desnutridos (con un
deficit de peso mayor del 25%), se encontrd que la agheren--
cia basal resulta ser significativamente elevada en compara
cidn con la de nifios eutréficos sanos de la misma edad (86.2
+5.6 v.s. 70.3+3.4; p<0.001), lo que indica un estado de hi-
peradhesividad y por lo tanto una pobre respuesta de 1o =--
PMNs, lo cual nos explica en parte la elevada susceptibili--
dad de esta poblacidn a sufrir diversos tipos de infeccicnes
bacterianas y flngicas.

En base a los resultados anteriores encontrados en estos
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nifios decidimos estimular los PMNs in vitro con un agente -
agonista de la adherencia, para corroborar si habia diferen
cia en la respuesta, por lo cual utilizamos suero de conejo
como fuente de Csa (C5 activado), en base a que sabemos que
al desencadenarse un proceso inflamatorio, se liberan facte
res quimiotdcticos, entre los que se encuentra Coa, el cual
aumenta la adhesividad de PMNs (16). Dicha respuesta en las
poblaciones sanas, resultd ser altamente significativa; asi
en adultos sanos la adherencia aumentd de 77.9+4.3 a B6.4+

5.7 ( p40.001) y en nifios eutréficos sanos de 70.3+43.% a --
79.1+3.7 (p€0.001), (figura 7),tal como se esperaba, ya que
la incubacidn de PMNs con Cga, provoca la reduceién de la -
carga superficial e induccidn de perturbaciones en membrana
plasmdtica que incrementa la adhesividad (12); sin embargo

en los nifies desnutridos, esta respuesta no se incrementa -
(87.645.7 v.s. 80.7+10.3; p<0.05), lo que implica que ade--
mids del estado de hiperadhesividad observado en los PMNs de
estos pacientes, los mismos presentan una inadecuada res---
puesta en presencia del estimulo inflamatorio (Csa), lo que
implica un deficit en el grado de respuesta del hospedero.

Es probable que este estado de hiperadhesividad sea debi
do a una rigidez de membrana del PMN, que impide la translo
cacidon de receptores de membrana (glicoproteiInas del comple
jo CDwl18) que regulan la adherencia. (4).

Por otra parte, existen diferentes agentes farmacoldgi--
cos que pueden alterar la funcién de adherencia de PMNs, =--
por lo cual fué de interés para nosotros estudiar el efecto
de la pentoxifilina, la cual se habia demostrado anterior--
mente que era capaz de afectar la adherencia de lineas celu
lares no leucocitarias.

Los resultados obtenidos con la incubacidn "in vitre" de
PMNs con pentoxifilina a una concentracidn de 100 ug/ml por

6
cada 5x10° c@lulas, demuestran gue es capaz de causar una -
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disminuecién significativa de la adherencia en los tres gru-
pos de estudio (figura 7); estos resultados nos sugieren --
que la pentoxifilina es un farmaco que no sdlo es capaz de
incrementar la deformabilidad de lineas celulares no leuco-
citarias (eritrocitos y plaquetas), sino también de PMNs y
muy probablemente de macrdfagos, debido al metabolismo simi
lar que se lleva a cabo en los dos tipos de células, ya que
inhibe fosfodiesterasas, inhibiendo el paso de 5-AMPc a 5'~
AMP, afectdindo con ello el movimiento de receptores a nivel
de membrana (5).

Finalmente, nuestros resultades sugieren que la pentoxi-
filina pueda restaurar la respuesta de PMNs de nifios desnu-
tridos ante estimulos inflamatorios en el aspecto de la ad-
herencia, ya que obtuvimos posterior al tratamiento de los
PMNs con pentoxifilina un incremento en esta funcidn en res
puesta al suero activado por zimosan, €sto nos lleva a pen-
sar que la pentoxifilina pueda ser (til como coadyuvante en
el tratamiento de infecciones en este tipo de hospederos.

No obstante, las pruebas realizadas en nuestro estudio,
se realizaron "in vitro", por lo que seria de gran interés
llevarlas a cabo en un médelo animal y posteriormente apli-

carlas a humano.
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1)

2)

3)

y)

CONCLUSIONES

Los. PMNs de nifios con desnutricidn grave presentan mayor
adherencia "in vitro" que PMNs de nifios sanos y adultos
sanos.

Los PMNs de nifios desnutridos no incrementan su funcidn

de adherencia en respuesta a estimulos inflamatorios.

La pentoxifilina disminuye el nivel de adherencia basal
de PMNs en los tres grupos de estudio.

La pentoxifilina restaura la capacidad medida por ensa--
yos de adherencia de respuesta a estimulos inflamatorios
de PMNs de nifios desnutridos.



UANEXQ'T -

©CSOLUCIONES: .0

'Solucin . de Fidoll-Hypaqué:

Picoll.................7.‘..‘..."
Hypaque al 50%........... S a12oml :
Agua destilada c.b.pesseess GUml L

Solucidn salina isotBnica (§.5.I.0%

NaCJ..........................;d.asé
Agua destilada c.b.p..s.ess.s.100ml -

Solucidn de Dextran al 6%:

Solucidn de Turk:

Acido GC8tic0.. uueeiiirsranenirenan, 12mi
Solucién al 1% de azul ce metilo......7.5ml
Agua destilada ¢.B.p.iveeeciaiiinenn, 100ml

Solucidn de azul tripano:

Azul tripano........ e O.1lg
S.85.I. c.bpPrereevarierns26ml

Solucidn de cloruro de amonio al 0.85%:

1 SO T
$.5.I. estéril c.b.pievriecsas.10ml
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Solucién Salina Balanceada de Hanks:

GlucoSa.siiascass.saaalalg

BaCl......vvviievnnns. 8.0g
KCl,iuinvivuvinneeaes 0.lig
MgSOu.................0.1g
NaZHPOI} ............... 0.06g

CaClz. ..... . 0.1l4g
MgCl2 ........... 0.14g
NaHCOa. veese.0.35¢g
KHQPOH... ....... g.06¢g

Agua destilada e¢.b.p.

1 1t.

NOTA: Las soluciones fueron ajustadas a un pH de 7.2 antes

de su utilizacibn, exceptuando la solucidén de Turk y la so

lucidn de azul tripanoc.
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" ANEXO II -~

"PAGCLENTES DESNUTRIDOS UTILIZADOS EN EL ENSAYO.

NOMBRE

BAUTISTA BEATRIZ

BRITO AGUILAR ADRIAN
CASTRO ISLAS ANA LILIA
CRUZ MOSCOSA DULCE
GALICIA RAMIREZ ALEJANDRO
GOMEZ SANCHEZ ERICK
HERNANDEZ LECHUGA JORGE
LEAL CUEVAS DIEGO

LEOHl GARCIA DANIEL
LOPEZ ESPINOSA ANGEL
MARTINEZ PEREZ LILIA
ORTIZ LOPEZ OFELIA
PEREZ MARIANO NORMA
RIVERA CRUZ ROCIO
RIVERA GARCIA NATABEL
RUIZ SALAZAR CAROLINA
SALAZAR NAVA JOSE
SANCHEZ REYES AGUSTIN
SERNA ESCALANTE RAFAEL
SIERRA GARDURO YABELY

EDAD PESO(Kg) GRADO DE
DESNUTRI CLON

ua 1.9 I
4/12 4.3 11
6a,7/12  15.0 11
7/12 5.0 II
9a 2,4 I
5a 14,0 11
2a 8.2 T
sa 12.0 I
la,2/12 6.0 11
Wa,1/12 40.0 T
1a,9/12 5.3 111
13a 23.5 111
2a,11/12 10.5 1
7a 21.0 111
9/12 5.3 IT
ba 13.5 T
ua 11.3 93
2a2,3/12  11.0 I
9a 15.0 111
1a,6/12 7.5 I
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