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INTRQDUCCION

Maltiples anormalidades de los mecanismos inmunoldgicos
especificos vy no especificos del hospedero han sido demostrados
en los nifos con desnutricidn grave (1). Entre estas alteracio-
ciones, la disfuncidn de los neutrdfilos polimorfornucleares
contribuye en forma importante en estos nifNos al aumento en la
susceptibilidad a las infecciones bacterianas, a la deficiente
respuesta inflamatoria, y frecuentemente, a una pobre respuesta a
la terapia antimicrobiana (2). Par ot}a parte, los procesos
infecciosos desencadenan en el hospedero desnutride una serie
compleja de alteraciones funcionales, hioquimicas y
estructurales, iniciadas por el propio agente infecciosc o como
respuesta del hospedero al mismo, que pueden afectar o agravar
adicionalmente los mecarnismos de defensa (3). Esta suma de
tactores hacen que el nifio desnutrido constituya un hospedero
inmunocomprometido.

En respuesta a una agresidn microbiana, los neutré8filos
desarrollan una serie ordenada de eventos incluyendo adherencia
al endotelio vascular, diapddesis y migracidn al sitio
inflamateorio, donde el objetivo final es la fagocitosis y la
destruccién dFl microorganismo agresor (d). Para que este
proceso de fagocitosis se lleve a cabo en 8ptimas condiciones, se
requiere el concurso de inmunoglobulinas, principalmente IgG e
IgM y componentes resultante; de la activacidn del sistema
complemento, como C3b y C3bi, las cuales actdan como
facilitadores del proceso fagocftico funcionando a manera de

puente al unirse por un lado a la partlcula a ser ingerida y por



otro, &l neutrdfilo polimorfonuclear, el cual posee para tal
efecto sitios especificos & receptores para fns mismos (5) Figura
i{. Es ohvio por tanto que la integridad de estos receptores en
cuanto a ndmero y/o funcidn, es fundamental para que el proceso

fagocitico se desarvolle adecuadamente,

RECPIOES M€ SPTRFICIE CFLUM

* ’ 16 + 3
® mluu’\\-’ g« ‘ /?

Rotre, bW, £, 1982,

Figura §. Esquema representativo de un neutrdfilo PMN con sitios
especificos y no espectficos en la superficie (receptores de

superficie).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Debido a. la importante participacidn de 1los neutréfilos
polimorfonucleares como uno de los mecanismos de defensa
implicados en los procesos infecciosos, y las mdltiples
alteraciones encontradas en las diferentes funciones de estas
cllulas en el nitio con desnutricidn grave, suryid la
interrogante corn respecto al comportamiento de la funcidn de
reconocimiento opsénico de los neutrdfilos polimorfanucleares en
niffos con desnutricidn grave, ya que de ello depende desarrollo

adecuado del proceso de fagocitosis.



HIPOTESIS

La capacidad de recornocimiento opsénico de los neutrdfilas
polimorfonucleares de mnifios con desnutricidn grave difiere
significativamente de la de nifies eutrdficos y adultos normales,

ante los procesos infecciosos.



OBJETIVO

Evaluar la actividad funcional de 1los receptores en los
neutrdfilos polimorfonucleares provenientes de nifios con
desnutricidn grave, en condiciones basales y con infeccién

bacteriana aguda.



HMATERIAL Y METQDOS

Poblacidbn y disefio del estudio: Fueron incluldos en el estudio

41 nitos de émbos sexos, de 2 meses a {d atos de edad, vistos en
el servicio de consulta externa u hospitalizados en el
Departamente de Enfermedades Infecciosas y PRarasitarias del
Hospital Infantil de México "Federico Gémez". Los pacientes
fueron distributdos en diferentes grupos segin la presencia o no
de infeccidn bacteriana aguda,y de acuerdo al estade nutricional,
De esta forma se constituyeron d grupos: Grupo I, nitos
eutrdfitos no infectados (n=13); Grupo II, nifios desnutridos na
infectados (n=A); Grupo IIIl, niYos eutrdficos infectados (n=10) y
Grupo IV, desnutiridos infectados (n=12)., Se definid la condicidn
de desnutricidn en base a pardmetros clinices y al porcentaje de
déficit de peso por edad tenidndose como referencia a los
pardmetros rormales de Ramos Galvdn (&), incluydndose solo a los
pacientes con un déficit de peso mayor del 25% (desnutricidn de
1T y III grado de la clasificacidn de Gdmez) (7). El diagnéstico
de infeccién bacteriana aguda se establecid en base‘a criterios
clinicos y estudios laboratoriales como tincidn de gram vy
cultives de sangre, 1liguido cefalorraguideo y de especimenes de
cualquier otro sitio apropiado para elloj estudios para la
deteccidn de antlgenos hacterianos, recuento total y diferencial
de leucocitos, volumen de sedimentacidn globular y estudios
radiogrdficos cuando eséuvierun indicados. De esta forma se
consideraron como infeccidbn bacteriana aguda los siguientes
procesos: meningitis, celulitis, piomiositis, osteomielitis,
artritis séptica, otomastoiditis, fiehre tifoidea y neumonfas;

con este Altimo diagndstico sdle se incluyeron agquellos casas en
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los cuales.lus hallazgos clinicos y radiogrdficos fueron compati-

bles corn la etiologta bacteriana.

Fueron adoptados como criterios de exclusidn, niveles de Hh menor

de 8 gr%, transfusidn de sangre completa o dérivados en las 2d

hrs previas al ingreso al estudio y antecedentes de ingestidn en

la semana previa al estudio de antikidticos de concentracidn

intracelular (cloramfenicol, clindamicina, eritromicina,

rifampicina, isoniacidaj. El estudio fué aprobado antes de su

inicio por el Comité Institucional de Investigacidn en sujetos

humancs y en todos los casos se oktuveo el consentimiento por:

escrito de los padres 8 tutores legales, en acuerdo con la

Declaracidn de Helsinki.

Preparacibn de monocapas de npeutr8filos. Se obtuve de cada

paciente, bajo condiciones de esterilidad, sangre total no
heparinizada, la cual se colocd en‘ un volameq de 0.2 ml
inmediatamente en cubreobjetos previamente desengrasados (&).
. Por cada paciente se realizaron 3 preparaciones, las tuales
fueron colocadas sobhre un saporte de aplicadores de madera de 2
mm de didmetro, en placas de petri de 100 x 15 mm (figura 2%
posteriormente, las placas de petri fueren ubicadas

o

cuidadosamente en una incubadora a 37 C, en atmésfera de CO al

2

" 5%t luego de 60 minutos de incubscidnm, se procedid a retirar el

codgulo y se lavé el cubreohjetos con sclucidn salima balanceada
0

de fosfatos (PBS) (pH 7.2), precalentado a 37 G, con el okjeto de

remover las células no adheridas.



Figura 2, Fotografia dowde se muestran las preparaciones para
las monocapas de wneutrdfilos, colocadas en un soporte de
aplicadores de madera de Z mm de di&metro, en placas de petri de

100 % 195 mm.

Durante la fase de estandarizacibn, la tincidn de las
preparaciones con el colorante de Giemsa, demostyd gue el 0% o
mds de las cdélulas oktenidas con este procedimiento fueron

neutvrdfilos polimorfonucleares (PPNs),

Sensibilizacidn de eritrocitos. Para estudiar la capacidad de

veconotcimiento opsdnico se utilizd como partlcula de estudio,
a

eritrocitos de carnero los cuales se mantuvieron a 4 C ewn




PBS hasta su uso. 19G de conejo anti-eritrocitos de .carnero
(EC) se obtuvo de Laboratorios Microlab (M&uico, D.F.). E}
tittulo de IgG anti-EC de esta preparacidn fud de 1:2000, Como
- fuente de complemento se utilizé suero normal de conejo. Para la
sensibilizacidn de EC (%), wuna suspensidn al 5% (aproximadamente
1 x 10 eritrocitos) se incukd con la preparacidn de IgG dilulda
al 0.%% vy suero normal de conejo al 1%, durante 30 minutos a
37°C. Posteriormente los eritrocitos sensibilizados se lavaron
con PES (dOC) Y fénalmente se resuspendieron en PBES a una

concentracidn de dx10 /ml.

Ensayo de formacidn de rosetas. Lot ensayos de reconecimiente de

les eritrocitos por los PMNe (capacidad de reconocimiento
opsdnico), se realizaron por la tkcnica de formacidn de rosetas
(1Q), Para este efecto los PMNs adheridos a cubreobjetos como
previamente se sefald, se incubaron con 0.5 ml de la suspensidn
de eritrocitos sensibilizados, dwrante d% minutos a aoc. Se
retird el excedente de eritrocitos mediante lavado con PES) luego
se_fije la preparacidn con metanol absoluto y se tivd con Giemsa.
En experimentos iniciales, como control de la prueba se
utilizaron eritrocitos de carnero sensihilizados Yy no
sensibilizados que se incubaron en las mismas condiciones con
PMNs de adultos voluntariocs sarios. €l povrcentaje de células
formadoras de rosetas se hizo en hase al recuento de 100 PMNs,
considerAndose como roseta cuando 3 b mAs eritrocitos se encon-

traron adheridos por cada PMN (Figura 3).



Figura 3, Microscopla dptica de neutrdfilos formadores de

rosetas (PMNs) con 3 & maPH's eritrocitos adheridos. Los PMNs
[

fuerorn incubados durante d5 min. a 4 C con EC wreviamente

sensibilizados con lgG anti-EC y suero normal.

Andlisis estadistico: Los resultados ohtenidos se expresaraon
como promedio vy evror estdndar. Los wvalores se analizaron

mediante la prueka no paramétrica pjara muestras independientes U
de Mann Whitney ya que la distribucidn de los resultados no fus

narmal; la significancia estadistica se definid como p< 0,05,



RESULTADOS

Caracterfsticas de los Pacientes. Las caracteristicas clinicas y
datos de laboratorio mas relevantes de los pacientes de los
diterentes grupos se indican en la tabhla { (anexo). No huko
diferencias significativas con respecto a la edad entre eutrdfi-
cos y desnutridos, pero los pacientes desn;tridas tendieron a ser

de meror edad que los sujetos no infectados (Grupos I y II).

Evaluacidn del Procedimiento de Sensibilizacidn de EC. Para
evaluar la efectividad del mdtodo de sensibilizacidn de EC,
inicialmente se examind el porcentaje de neutrofilos formadores
de rosetas (NFR) frente a EC sensiblizados y no sensibilizados
utilizando neutrdfilos polimorfonucleares provenientes de diez
adultos voluntarios sanos. E} porcentaje de NFR frente a EC no
sensibilizados en todos los casos fue inferior al 15%; én
cambio, frente a EC sensibilizados los valores variaron del 55%

al 85%; con una media + error estandard de 70 + 5% (p< 0.001),

Porcentaje de NFR de nifics no Infectados. Al evalugr el
porcentaje de NFR en los grupos sin infeccieﬁ (GFupﬁs Iy 1),
no observamos diferencias significativas en el porcentaje de NFR
entre nifios .eutrbfi:os y desnutridos (70.2 + S% vs 67 + 3%
respectivamente, p> 0,5) (F{gura 4). Igualmente, las medias de’
ambos grupos fueron similares a la  del grupo de adul tos

voluntarios sanos.
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Figura d. Porcentaje de formacidn de rosetas de PMNs de nidos
eutrdficos (n=12) y desnutridos (n=6) sin infeccidn, Mornocapas
de PMNs obtenidos por adherencia, se incubaron con EC
sen;ibilizados con IgG anti-EC y suero normal durante &0 minutos
a 37°c. Se considerd como NFR a PMNs con 3 & mls veritrocitos
adheridos. El porcentaje se calculd en base al recuento de 100

PMNs. % p > 0.5, NS.

Porcentaje de NFR de nifios Infectados. Con el objeto de

determinar si el porcentaje de NFR experimenta modificaciones
durante las complicaciones infecciosas bacterianas, se procediéd
a evaluarlo en t0 nitios eutrdficos y 12 desnutridos con infeccidn
bacteriarna aguda, En el primer grupo, el porcentaje de NFR fué -
de 54.4 + 5.8 %, valor significativamente inferior al de nifies =~

eutrdficos no infectados (70.2 # S%, p < 0,05). (Figura 5y,
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Figura S. Diferencias en el porcentaje de neutrdfilos formadores
de rosetas de PMNs de niffos desnutridos infectados (n=12) ¥y no
infectados (n=6). Los PMNs se incubaron con EC sensibilizados
con Ig0 anti-EC y suero normal. Los resultaqdos son expresados
en promedio —* Eé. Se constatd una diferencia  significativa

(p<0.05) entre ambos grupos.

Similarmente en el grupo de nifios desnutrides infectades, el
porcentaje de NFR se encontrd disminuldo (d2.8 + S%), comparado

con los desnutridos no infectados (67 +3%, p< 0.01). (Figura &),
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Figura &. Diferencias en el porcentaje de rneutrdfilos formadores

de rosetas de PMNs de nidos desnutridos infectades (n=12) y no

infectados (n=6). Los PMNs se incukaron con EC sensibilizados

con Ig anti~EC y suero normal.
+

promedios ~ EE, de ensayos realizades por triplicado. ¥ p<0.01,

Los resultados son expresados en

Sin embargo, al compararlos con los nitios eutrédficos L]

infectados, los - desnutridos core complicacidn infecciosa

presentaron un  porcentaje de NFR significativamente menor

(d2.845% vs 5d.d4+5.8%, p < 0,05y, <(Figura 7).
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Figura 7. Comparacidn del porcentaje de neutrdfilos formadores
de rosetas de PMNs de nifos eutréficos (n=10) y desnutridos con
inteccidn, Monocapas de PMNs se incubaron con EC sensibilizados
previamente con IgG anti-EC y suero normal. El porcentaje de NFR
se caléulo en base al recuento de 100 PMNs, 2 p < 0,05,

comparado con PMNs de nifios eutréficos infectados.
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DISCLSION

La importancia de los neutrdfilos polimorfonucleares como
mecanismo de defensa del hospedero ha sido demostrada desde hace
mds de un siglo. En resguesta a una agresidn microkiarva, los PMNs
desarrollan una serie de eventos,como la marginacidn y adherencia
al endotelio wvascular, la migracién dirigida hactla el foco
infeccioso (quimiotaxis) y finalmente la ingestidn y destruccidn
intracelular del microorganismo ofensor (d). La alteracidn en
cualquiera lde estos pasos puede condiciopar al  hospedero a
experimentar infecciones con mayor frecuencia y gravedad.

Por otra parte, durante los procesos infecciosos los PMNs
pueden presentar una serie de alteraciones morfolbgicas como la
presencia de granulaciones téxicas, de cuerpos de Ddhle,
vacuolizacidn, o camhios que en su grado extremo configuran lo
tue se conoce como neutrdfilos "téxicos® (11). Paralelamente a
estos cambios, s¢ han descrito durante las infecciones
‘alteraciones de la funcidn de los PMNs (12, 13). Similarmente,la
desnutricidn, a través de la deficiencia aislada o combinada de
diversos nutrientes, puede afectar con grado variable de
severidad los diferentes mecanismos especificos y no especificos
de defensa del hospedero (2-3). Si hien los efectos mds
prominentes de la desnutricidn se okservan en la inmunidad
celular, los PHNs no escapan a los defectos deletdreos de los
estados carenciales,

En este contexto, numeroses estudios han comparado la capacidad
funcional de PMNs provenientes de nifios desnutridos con aguellos
obtenidos de sujetos sanos de la misma edad o adultos sanos, en

un intento de identificar y caracterizar los defectos de los PMNs

% 20



en el marco de.la desnutricién (1d4-16>. En este sentido, se han
descrito disminucidn de la quimiotaris y de 1la capacidad
bactericida de 1los PMNs de nitos desnutridos (id-1&>. S&in
embargo, estudios dirigidos a dilucidar los mecanismos
responsables de la disfuncidn de PMNs en nitos desnutridos han
sido sorprendemente escasos (17).

En el ﬁresente estudio evaluamos en nifios desnutridos la
expresidn funcional a nivel de la membrana de los PMNs de los
receptores CR! y CR3 para C3b y C3bi (los fragmentos opsénicos
del sistema del complemento) y receptores para la porcidn Fc de
la 196G (receptores RFc),aspecto considerado de critica
importancia para un édptimo desarrollo de las funciones de
marginacibn, adherencia, quimiotaxis, fagocitosis y activacidn de
los mecanismos microbicidas oxidativos (estallido respiratorio)
de estas células (13). Utilizando como particula de estudio EC
sensibilizados previamente con IgG y suero normal (como fuente de
complemento), y como metodologla ‘el ensayo de formacidn de
rosetas, hemos observado que el porcentaje de NFR de PMNs de
niffos con desnutricidn grave y no infrctados (en hase a datos
clirnicos y de lakoratoric), no difiere significativamente de los
valores obtenidos con PMNs de nifios eutrdficos o adultos
sanos., §in embargo, en presencia de una infeccidn bacteriana, se
constata un descenso significativo de las cifras de NFR tanto
en niffos eutrdficos como desnutridos (de 70.2 + S% a Sd .45, 3%,
p < 0,05y de 67+3% a d2.8 +5%, p < 0.01, respectivamente)., Esta
disminucidn del porcentaje de NFR en nifios conm infeccidn no puede
explicarse en base a la presencia de formas j8venes de FMNs

observada frecuentemente en curso de procesos infecciosos, los



cuales i bien presentan particularidades morfol8gicas ¥
funcionales que le diferéncian de los neutrofilos madures, no
muestran diferencias con respecto a estos Wltimos en cuanto a
expresidn de receptores, ya que los mismos aparecen precozmente
en el proceso de diferenciacidn furcional de los neutréfilos(i?),
aun cuando esta cinética de diferenciacidn de PMNs no se ha
estudiade en pacientes desnutridos. Las observaciones de McCarthy
y col (20) quienes demostraron experimentalmente que en el curso
de un procese infeccioso bacteriano los PMNs exhiben un
incremento basal - (en ausencia de estimulo) en la produccidn de
metabolitos oxidativos, y de PRarbour y col (21) quieres
constataron un incremento en la quimioluminiscencia (ensayo que
mide la liberacidn de productos oxidativos) de los PMNs
provenientes de pacientes con infeccidn bacteriana aguda, pueden
representar una explicacidn para nuestras observaciones, vya que
se ha constatado que 1la produccidn de estos metabolitos
oxidativos dismiruirfa la capacidad fagocftica de estas :elﬁlas
(a manera de retroalimentacidn negativa), afectando prabablementb
el recambio de receptores a nivel de membrana (22, 23). Desde el
punto de vista finalista, esta regulacidn, cuando es adecuada
concederta ventaja biolégica ya gque limitarla el eventual dafo
tisular que paralelamente ocurre al desencadenarse un proceso
inflamatorio (2d4).

La disminucisdn del purcentajé de neutréfilos formadores. de
rosetas en el curso de una infeccibn bacteriana se encontré, sin
embargo, en forma significativamente mayer en nifios desnutridos.
Este hallazgo puede reflejar la menor capacidad de adaptacidn de

los PMNs de nifos desputridos en presencia de un estres, como se

22



_ ha reportado en neonatos (23, 26). En apoyc a este concepto, en
experimentos previos de nuestro labﬁratoria se ha demostrado que
105 PMNs de nifios desnutridos con infeccidn presentan una mayor
adherencia a fibras de nylon, la cual vwo se modifica en respuesta
a estimulos quimiotdcticos, anormalidades que se corrigen
paréialﬁente cuando se incuban’ las células previamente con
modificadores de la fluidez de la membirana celular (27),
€1 hecho que vmenos del SO% de.los PMNs de nifios desnutridos
recornocen una particula opsonizada puede constituir ura
explicacidn para 1a menor capacidad funcional de los PMNs
okservada en nifos con desnutricidn e infeccidn ya que se halla
claramente demostrada que 1los PMNs no formadores de rosetas
exhiben menor capacidad funcional comparada con les vneutréfilos
formadores de rosetas (28), 1lo cual no es sorprendente dehido a
que el reconocimiento opsénico constituye un paso crucial para
los diferentes eventos funcionales de los PMNs., Se hallan en
curso actualmente experimentos adicionales.que nos permitirdn
dilucidar de manera ﬁarticular si la disminucidn de receptores
opsdnicos a nivel de memhrarna es generalizada o afecta .predomi-
nantemente a alguno de ellos como se ha observado con PHNs de
recidn nacidos (9, 273), pregunta gue con la metodologla utilizada
en este trabajo no lo podemos responder.

En  resumen, nuestro estudio demuestra que la capacidad de
reconocimiente opsdnico de PMNs de nities dismiviuye durante una
infeccidn hacteriana, y que esta disminucidn es mayor en los PMNs
proverientes de nifios desviutridos. El ypredominio en wnifos

desnutridos e infectados de uwna subpoblacidn de PMNs con escasa

M)
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capacidad de reconocimiento opsbnico constitulria una explicacisdn
adicional para el incrementeo observado de la morbi-mortalidad por

infecciones en nitos desnutridos.

24



CONCLUSIONES

1. Los PMNs de nifios con desnutricidn grave no presentan
~diferencias significativas en el pocentaje de NFR con respecto a
" los PMNs de nifios eutrdficos y adultos sanos.

2, El porcentaje de NFR de los PMNs de nifios eutrboficos con
inteccidn es gignificativamente menor que en los PMNs de
eutrdficos no infectados.

3. Los PMNs de nifios desnutridos infectados muestran un
porcentaje de NFR significativamente menor que los PMNs de nifios
desnutridos no infectados.

4. Los PMNs de los grupos de niffos con infeccién bacteriana aguda
(eutrdficos vy desnutridos) mostraron un menor porcentaje de NFR
al compararlos con los PMNs de los grupos de nitios sin infeccidn
(eutrdficos y desnutrideos), siendo esta diferencia
significativamente menor en el grupo de nifios desnutridos

infectados.
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RESLIMEN

ta capacidad de reconocimiento opsénico de los neutrd8filos poli-
morfonucleares (PMNs) fud evaluada en 1?7 nifios ne infectados (13
eutrdficos y & desnutridos) y en 22 nivos infectados (10 eutrdfi-
cos y 12 desnutridos) por determinacidn de la capacidad de forma-
cidn de rosetas (NFR) de los PMNs frente a eritrocitos de carne-
rb. Al evaluar el porcentaje de NFR, no okservamos diferencias -
significativas entre 155 PMNs de nittos eutvrdficos y desnutridos —
sin infeccidn (70,2+5% vs 67+3% respectivamente, p > 0.5); Por o-
tra parte, la capacidad de reconocimiento opsémico de niWes con -
infeccidn bacteriana aguda, se encontrd significativamente dismi-
nuida tanto en eutrdficos (Sd.d+S.3 %,p < 0,03) como en
desnutridos (d2.8+45%, p < 0.01), al compararlos con los wo
infectados. Sin embargo, los desnutridos con complicacidn
infecciosa presentaron un porcentaje de NFR significativamente
menor al compararlos corn los nifios eutrdficos e infectados
(d42.845% vs Sd.d¥5.8%, p < 0.05). Estos resultados indican
que la capacidad de reconocimiento opsénico de los PMNs disminuye
durante los proceses infecciosos bacterianos. Dehido al papel
critico de los PMNs como mecanismo de defensa frente a las
infecciones, la mayor disminucidn de la capacidad de
reconocimiento opsdnico de los PMNs observada en nitos
desnutridds con infeccidn, podrfa constituir una explicacién
adicional para la mayor movrhbimortalidad de los procesos

infecciosos ohservados en nifios desnutridos.
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ANEXO.

TAELA 1
CARACTERISTICAS CLINICAS Y LABORATORIALES DE LOS PACIENTES INCLUIDGS
. EN EL ESTUDIO

No Infectados Infectados
Eutrdficos Desnutridos Eutrdficos Desnutridos
No. de pacientes 13 [ 10 12
Edad (afos)% 6.9¢+1.9 S5.642,8 7142, S.d+1.6
Desnutricidn (no. de
pacientes)
2a. grado ——— 3 - S
3er. grado —— 3 - 7
Diagnésticos
Neumonia -— —— 3 2
Otomastoiditis ——— — 3 2
Sepsis L —— 1 2
Osteomielitis/
artritis —— ——— - 3
Misceldneos -— - 3 3
Meningitis bact. —_— - 1 X —
Piomiositis — — 1 —-—
Fiebre tifoidea ——— -— 1 1
Celulitis —— —— - 2
Datos Hematoldgicos
Hemoglobina (gr/dl)x 12.6+0.5 13.240.9 12,540.5 © 11.040.5
Hematocrito (%/d1)% 38+1.4 39+2.7 3841.5 3d+1.6
Leucocitos/mm. ¥ 916142016 1011241978 1423541809 1165742651
3
Neutrdfilos/mm % 579741765 S00142d4&5 409041363 768242437

X+EE
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