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RESUMEN 

El propbsito de este trabaJo fu~ determinar el efecto de la 

tosfattd1lcol1na CFCJ, sobre las act1v1dades qu1m1otActica, 

tagocftica y bactericida de los leucocitos polimarfonucleares 

<PMN~J, vasculares y eHtravasculares, provenientes de un modelo 

animal. Se utilizar6n ratas Wistar adultas de ambos 

asignadas al a:ar en cuatro grupos, tratados de la siguiente 

manera: grupo 1 ddsis ~nica de FC en emulsi6n,vfa intraperitoneal 

(ipJ, posteriormente se implantardn en el lomo de los animales 

dos esponjas de pol1vinilo impregnadas con solución balanceada 

de fosfatos (SBF>. El grupo 11 tu~-testigo del I, tf'atamiento 

fu~ similar al anterior, s1en<lo el indculo ip de SBF. Para el 

gr1.1po 111 las esponJas se impregnarót"f de FC, el gri.tpo IV tu~ 

control del III y para este las esponjas se impregnarón SBF, 

estos dos 1?lltimos grupos no se les inoc1.1ló lp. De los c1.1atro 

grupos se obtuvier6n, los PMNs extravasculares de las esponJas, 

Jos PMNs vasculares se obtuvierbn por el m~todo de Boyum a partir 

de sangre perif~rica. Para medir la quimiotax1s (Qtx), ambos 

tipos de c~lulas corrieron contra una mezcla de de 

Han~ seg~n el m~todo de 8oyden. Se observ~ mayor Otx de los PMNs 

provenientes de los animales tratados con FC en contr·aste a los 

de tratamiento con SBF, con significancia estad!stica (p ~ 0.005J 

para la Qtx de PMNs circulantes de tratamiento FC v!a ip y 

<p 0.002J para la Qt>: de PMNs extravasculares de tratamiento 

con FC en esponJas subcutAneas. 



Por otra par·te se realizar&n pruebas de opsonofaqosistosis en 

microplacas. utilizandose la cepa de Klebsiella pneumoniae K-8. 

la cuAl se opsoniz~ con tres diferentes fuentes de opsoninas y 

posteriormente se enfrentb contra los PMNs previamente obtenidos 

de lo• cuatro grupos de animales. El efecto de la FC en estas 

pruebas se evalu~ como el porcentaje de crecimiento bacteriano 

los 60 y 120 minutos de incubacibn. tambi~n se prob6 el efecto de 

la FC .!.Jl vitr·o adicionando el fosfoltpido 

inc1.1toaci~n. 

la mezcla de 

los resultados mostrar·bn incremento en la capacidad 

bactericida de los PMNs dependiendo de la vta de inoculaci6n de 

la FC. as! como de la fuente de opsonización utilizada 

presentandose mej ar e fe e to bactericida de los PMNs 

entravasculares. obter1idos de esponjas con FC y de los PMNs 

circulantes provenientes de tratamiento con FC ip, tanto que 

el mejor efecto in~ de la FC: se observ6 soLr·e los PMNs 

circulantes, en los t1~es casos hav una relac1~n con el efecto del 

suero hiperinmune empleado como fuente de opson1nas. E11 base 

los resultados obtenido~ se presentb el efecto esp~rado. lo cuAl 

puede d~r pal1t~ a 1.1na futura aplic~ci6n terape~tica coadyuvante 

de la FC a pacientes con infecciones graves• 
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1 N T R o D u e e 1 o N ' 

las infecciones bacterianas sist~micas que se manifiestan 

septicemia constituyen de las primeras causas de 

morbilidad y mortalidad en todas los hospitales del mundo [1)· 

En los paises en v!as de desarrollo. M~xico. la 

desnutrición y las enfermedades infecto-contagiosas son problemas 

de gran importancia (2J· En pacientes hospitali=ados, sobre todo 

en las unidades de terapia intensiva, se presentan con frecuencia 

enfermedades graves que deterioran sus mecanismos de defensa y 

les hacen mAs susceptibles a las infecciones por microor9anismos 

intrahospitalarios, los cuales presentan caracterlsticas de mayor 

virulencia y factores de resistencia a los antimicrobianos de 

mayor uso (3-5)· 

Los principales agentes que causan infecciones nosocomiales 

septicemia son algunas enterob~cterias, primel.. l•.1gar 

Esct.erichia rnli y en seq•.mdo Klebsiella r•neumor11¿i,~, est.;;1 1!tltima 

es tambi~n la bacteria mAs frecuente en infecciones respiratorias 

intrahospitalarias [6, 7]. Las infecciones par Klebsiellñ 

pneumoniae atectan a pacientes con diversos problemas. incluyendo 

enfermos inmunocomprometidos, lesionados por quemaduras, enfermos 

disfunción pulmonar y de manera particular a las lleonatas 

CSJ. La mortalidad pacientes con bacterem1a neumonla 

po~ Klebsiella pneumoniae llega a de 25% a 5úZ (5.8). 

l(lebsiella pneumoniae pose~ una cApsula formada de cadenas 

pocos monosacAridos (9). El polisacArido 

capsular le confiere la capacidad de evadir la fagocitosis que 



efe e ti.tan las c~lulas fagoclticas del hospedero dur·ante la 

respuesta inflamatoria a la infeccibn (10). 

Los leucocitos polimorfonucleares <PMNs) son las c~lulas 

fagoclticas que constituyen la primera lfnea de defensa contra 

infecciones bacterianas agudas y son las p1 .. imer·as en act1mularse 

er• los sitios donde producen reacciones inflc:1matorias 

(11,12,13)· Su f1Jr1ci6n i:•rir1cipal es ta.;socita1· v destr1J1r· a los 

microorganismos infectantes. eventos que se relacionan en forma 

direct¿:i, la activaci6n de su metaboJ1smo celular oxidati~o Y 

er• menor propor·ciór1 la participaci6n mec.i'\nl smos 

micr·obicidas no oMidativos de los PMNs (13,14). 

En las respuestas de activaci6n funcional de los PMNs. la 

membrana celular papel fi..1ndamer1tal e 1 

reconocimiento de 

o:\esempel"ia 

anti._;,enos opson1nas por r·ecepto1 .. P.s 

especlficos, al sufrir modif1caciones estructurales que permiter1 

la emisi6n de se~ales secundarias o mensajes bioqulmicos que 

transmitidos al interior de la c~lula y que dan lugar· 

re~puestas especiales. la activación de los mecanis1nos 

microbicidas oa:idativos y no o::idativos (15)· 

La membr·ana cel•Jlar est~ constitulda principalmente por 

fosfollpidos Q•Je tienen efectos r·e~uladores en la movilidarl de la 

la exposii·ien de receptores y en la capac1ct~d do 

act1vocibn c~lul~1· ítbl· El tosfolipido que se encuentra en mayor 

la c.:1pa e::terna de la membrana cel1.tlar la 

fosfaticti1-colina <FC)~ c.:1mbi o. la capa 1nter·na predom1nan 

la fosfatidil-etanolamina v el fosfatidil-inos1tol [15-17). 



El colesterol es otro de los principales componentes de la 

membrana celular junto con los fosfollpidos influve la 

re9ulaci~n de las propiedades f!sicas y funcionales de la 

membrana. Las membranas ricas en colesterol pose~n menor fluide:. 

lo cual afecta ciertas funciones celulares; por ejemplo, los 

macr·6faqos enr·iquecidos colesterol muestran inhibicibn 

significativa de la fagocitosis (18). En cambio. cuando 

metabolito liso-fosfatidilcolina, aumenta la 

fagocitosis en macr6faqos y PMNs (19,20]. 

En varios estudios experimentales se ha ohservado que al 

inocular FC por vla intraperitoneal (ip) en aniinales. 

mayor capacidad de depuraci6n de bacterias (21,2~] y de 

par·t!culas de carb6n (23], .:1sl como un incremer1to la r·est•t.testa 

de PMNs circulantes a la infeccibn .:1guda (21,~2,2J] y una mayor 

5obrevida de los animales con infecci6n Lacteriana e>:perin1ental 

[21,25-27)• Estos halla:gos suq1eren que la aplicación de FC 

puede mejorar la actividad faqocltica en los PMNs v macr~faaos. 

Es posible que una invecci6n 1p se pueda loqrar 

adecuada biodisponibilidad de FC e>:ógena [28] y consecuente1ne1)te 

activación celular inespecJfica o eventual incorporación 

las membranas cel1.1la1"'es de los faaocitos (16.t:?. • .20). La 

finalidad de este trabajo d~finir la relaci~n de 

hal laZ•lOS el efecto de la FC sob1~e la tunci6n qu1m1ot~ct1ca. 

la actividad faqocltica v la capacidad bactericida de los PMNs de 

~atas Wistar adultas inoculadas con este fosfollpido. 



A N T E C E D E N T E S : 

Las ctlulas faqoclticas. principalmente PMNs y macr6faqos. 

act6arr sobre los microorganismos y otras partfculas extraftas para 

que sean destruidos y removidos del hospedero. Los leucocitos 

PMNs constituyen la primera l lr1ea de defensa del orgar1isn'lo er1 

contr·a de las infecciones bacteriar1as [11, 12,29) • Estas et lulas 

producidas la mtdr..tla ~sea por proliferaciór1 

diferenciación de ctlulas precursoras que descienden de un origen 

celular pluripotencial- Los PMNs se desarrollan y madur~n e~ la 

secuencia de mieloblasto, promielocito. metamielocito. célula 

banda y PMN maduro; producidos en 9ran namero y las 

primeras ctlulas en llegar a los sitios de inflamaci6n [~OJ. 

Los leucocitos PMNs adhieren al endotelio vascular 

adyacente al lugar de la inflamaci6n, tal acci6n estA mediada por 

prodyctos bacterianos, toNinas o mediadores solubles que 

secretados por macr6fagos y diversos tipos de c~lulas en 

respuesta a diversos estimulas inflamatorios; estos mediadores 

unen receptores sobre la membrana celular de los PMNs, 

modificando la disposici~n de microfilamentos y miofibrillas que 

promueven su adhesi6n al endotelio. Una ve: adheridos se induce 

un proceso de vasodilatacibn por Ca y Ca, seguido de es~o,los 
5 3 

PMNs pueden pasar entre las uniones de las c~lulas endoteliales 

hacia el e~terior de los vasos sangutneos, proceso denominado 

Oespu~s de atravesar la pared vascul8r, los PMNs tienden 

acumularse en el sitio de intlamacibn, gracias a Sll capacidad de 



despla:arse. El movimiento de los PMNs de manera multidireccional 

al azar es denominado quimiocinesis y cuando fer16meno 

pro•iuce tor~a unidireccional dirigida le denomina 

quimiotaxis. La migraci6n dirigida de los PMNs es consecuencia de 

un gradiente de concentracibn de sustancias qulmicas denominadas 

factores quimiotActicos [30.~2.331· La locomoci~n leucocitaria 

tiene sistema de regulaci6n quimiotActica cuyos contituyentes 

se encuentran el h1.1mano. Ellos son: el facto1 ... 

inactivador quimiot~ctico. el facto~ inhibidor celular dirigido y 

el factor activador de leucocinesis [33). 

Los agentes quimiotActicos pueden naturales o sinttticos 

y la fuente mAs impor·tante de factores .-.,¡uirniotAa.cticos i.!!. ~es 

el sistema de complemento~ del c1.1al derivan el frag1nento C3a 

C5a. C5b7 y el factor Ba (fragmento derivado del factor· B. •:iue 

resulta de la acci6n del factor Q). mediadores 

quimiotActicos de~ivados del plasma incluyen al factor Haqeman. 

calicrelna. activador del plasminbqeno y productos derivados de 

ambas v1as del metabolismo del Acido araquid6nico CAA0).[31,331· 

De los pr·oductos del AAQ por la vla de la lipoxiqenasa, el 

leucotrieno 04 CLTB~) es el principal agente quimiotActico y de 

la v\a de la cicloNigenasa son quimiotActicos la prostaglandina 

El y los tromboxanos. Tambi~n existen factores quimiotActicos que 

son productos solubles derivados de linfocitos. monocitos y PMNs, 

['.:;3]. 

Ciertos productos de tejidos. bacterias y virus contienen 

enzimas ca\:•aces de romper C3 y c.s~ con lo cual inducen la 

5 



producci6n de factores quimiotActicos derivados del complemento• 

Existen agentes quimiotActicos ex6genos sint!ticos que pertenecen 

a un grupo de oligop~ptidos N-formilados de estructura anAloga 

los factores quimiotActicos bacterianos- Estos oliqop~ptidos, 

como el N-formil-leucil-fenilalanina. usados 

en estudios experimentales de quimiotaxis [33.33,3JJ. 

Los agentes quimiotActicos interaccionan 

leucocitarias, constituidos por macromol~culas 

frecuencia 

receptores 

especificas 

presentes la super·ficie e~terna de la membrana celular 

[LS,35.36)·Los PMNs presentan receptores de baja v alta afinidad 

para oligop~ptidos quimiotActicos; esos estados de afinidad son, 

en parte, ínter-convertibles (35,36,37]· De la interacci6n del 

agente quimiotActico v el receptor se deriva una serie de eventos 

bioqu!micos celulares coordinados que incluyen la activaci6n de 

esterasa, del n1etabolismo del AAQ y del ciclo de la he>:osa-

mono fosfato, produce flujo de iones de sodio, potasio y 

calcio; se altera la polaridad de la n1embrana; se incrementa la 

capacid~d de adherencia y se presenta la migración quimiotActica. 

seguida de la producci6n de iones super~xido y secreción Jel 

contenido lisosomal de los PMNs (32-35,36,37,38]. 

Los PMNs en movimiento tienen caracter!sticas morfológicas 

especificas durante la emisidn de seud6podos, cuyo borde 

conducto1~ estA libre de grAnulos. mientras que el borde re:aaado 

urdpodo pre&e11ta delgadas tibrillas que al 

sustrato. El borde conductor de los 5cud6podos se llena de 

microfilamentos de actina que se extienden como una fina capa 

6 



submembranosa alrededor de la c~lula y luego reaparecen 

haces densos en el ur6podo. Los microfilamentos proporcionan el 

sost~n estructural de la c~lula, junto con la prote1na miosina. 

que unida a la actina y a la gelsolina es capaz de contraerse y 

proporcionar asl la fuerza dinAmica para el desplazamiento 

celular. Tambi~n hay microt~bulos que forman parte 

citoesqueleto. el cual da consistencia a la cflula, pero 

interviene en su movilidad (30). 

del 

Las dosis bajas de factores quimiotActicos y los receptores 

de alta afinidad condicionan las funciones quimiotActicas, con 

polarizaci6n direccional, rearr~glo del citaequeleto y locomoción 

estimulada. En contraste, la interacci6n con receptores de baja 

afinidad requiere de dosis 10 a 50 veces mAs altas de las a9entes 

quimiotActicos para activar la secreción de enzimas lisosamales e 

inducir el mecanismo oxidativo microbicida en los leucocitos PMNs 

[35, 36. 37]. 

La presentaci~n de receptores, la actividad enzimAtica y el 

transporte de metabolitas est~n afectadas por las propiedades 

dinAmicas de la membrana. cuya or9ani~aci6n molecular consta de 

bicapa d~ fosfollpidos la que hallan inmersos el 

colesterol y diversos tipas de protelnas qulmicamente activas. 

Los fosfol!pidos se encuentran distribuidos asim~tricamente en la 

membrana, de manera que en la capa e>:terna hav principalmente 

fosfatidilcolina y en la interna se encuentra mayor cantidad de 

fosfatidiletanolamina (15.16.17)· 

Los fosfollpidos y el colesterol se encuentra~ en cantidades 

apro>:imadamente iguales~ los primeros proporcionan a }a c~lula un 

7 



cAracter anfipAtico mediante la porcibn apelar o hidrotbbica de 

sus dos cadenas de Acidos grasos y la porci~n polar o hidrof1lica 

de un grupo cabeza constituido por un Acido fosfatldico enla:ado 

a un residuo que puede ser colina. etanolamina, serina o inositol 

(16). Al ser metilados. los fosfollpidos sufren translocaciones 

que le dan a la bicapa membranal la capacidad de moverse lateral 

y verticalmente, dotando a la c~lula de una matri: fluida· El 

colesterol. debido a su estructura qu1mica, p~oporcion~ cierta 

riqidez y hace a la membrana menos flexible incluso 

La funcionalidad de las mol~culas membranales de los PMNs es 

indispensable para llevar a cabo la fagocitosis, tuncibn 

principal. La fagocitosis de los mic~oorganismos y en general de 

los agentes extranos al hospedero. favorece c~1ando existe una 

opsoni:aci6n pr·evia de las part1culas, proceso que las vuelve m~s 

susceptibles de ser reconocidas y fagocitadas [30). 

La opsoni:aci~n consiste recubrim1ento de las 

part1cuias microorqanismos por factores del suero conocidos 

como opsoninas, que son ar1ticuerpos y factores del complemento. 

principalmente inmunoqlobulinas IgGl. Ig03 v de clase IgM, as1 

el factor C3b de complemento • Las opsoninas de~·ositadas 

sobre la superficie de las parttculas reconocidas por 

receptores espec!f1cos de las c~lulas fagoctticas (29.~0J. 

opsonizada la partlcula a fagocitar, inicia el 

proceso de inqesti6n por una extensi6n citoplasmAtica alrededor 

de la parttcula que da lugar a la for1naci6n de una vacuola 

8 



fagoc!tica fAgosoma (30,37) • Despufs de la ingestibn, la 

destrucci6n o muerte del aq~nte fagocitado es efectuada por las 

cflula~ fagoc!ticas, lo cual implica la activaci6n de ~us 

mecanismos oxidativo y no oxidativo (30,34,37)· 

Cuando un microorganismo es fagocitado por un PNN. 

reali:a la tusibn de grAnulos azur6filos (tambi~n llamados 

gr~nulos primarios) y espec!ficos (tambifn llamados qr~nulos 

secundarios), presentes en el citoplasma del taqocito, estos 

act~an como lisosomas fusionandose con el fagosoma para formar el 

taqolisosoma y se libera el contenido enzimAtico de los qrAnulos 

a=ur6f1los (mieloperoxidasa, lisozima, elastasa, proteinasa 3, N-

acetil alfa-glucosamina, catepsina B, catepsina D, catepsina G, 

beta-glucuronidasa, beta-glicerofosfato, alfa- monosidasa y 

protetnas cati6nicas) y de los grAnulos especificas Clisozima, 

col~ger1asa, lactoferrina, prote!na unida vitamina B12. 

fosfolipasa A2, histaminasa y citocromo B>· La acci6n altamente 

microbicida de estas sustancias provoca la muerte d~l 

microorganismo por un mecanismo no oxidativo (38,39,40). 

La eficacia de la actividad microbicida de los PMNs 

depende en mayor parte de su metabolismo oxidativo, con la 

formación de productos altamente reactivos de o~toeno: iones 

per6xido de hidr~qeno 

1 
hidr-o>:ilo COH-) y singletes de- oxigeno < O >· 

2 

(H O ) • radicales 
2 2' 

Estos productos de 

reacci&n involucran un aumento en el consumo de ottfgeno. en el 

flujo de glucosa por la vta de la hexosa-monofosf3to v la emisi&n 

de fotones [41)· El fenómeno del metabolismo oxidativo se inicia 

9 



la activacibn de un sistema de flavoenzimas asociadas 

membrana, conocido como NADPH-oxidasa, que cataliza la reduccibn 

de (0) a i&n super&xido (0-), usando al NADPH como donador de un 
2 2 

electr&n. Dos mol!culas de superbxido combinan en presencia de 

la enzima super&xido-dismutasa para formar H O (30,32,421· 
2 2 

La mieloperoxidasa participa en este mecanismo 0:1idativo 

nivel de la vacuola faqocltica, donde en ~resencia de H O y de 

haluros cataliza la reducción microbicida (29,31)· El superó;tido 

que escapa de la vacuola fagocftica es reducido por· el H O 
2 2 

rApidamente mediante la superóxido-dismutasa 

citoplasmAtico desto1:ificado por las en:imas 

El H O 
2 2 

9lutation-

peroxidasa, glutation-reductasa y catalasa Tanto el sistema 

NADPH-oxidasa. como los sistemas de glutation generan NADP+ 

durante su actividad Este NADP+ es convertido de nuevo a NADPH 

por la v!a de la hexosa-monofosfato [30,41.42)· 

Los PMNs capaces de producir la muerte de diversos 

microorgani6mos, entre ellos bacterias gram-positivas y gram-

neqativ~s, mediante los mecanismos microbicidas mencionados; sin 

embargo, las bacterias encapsuladas tienen la capacidad de eva•Jir 

la faqocitosis [10] y tienden a producir infecciones mAs graves y 

diftciles de eliminar que las causadas por bacterias sin cApsl1la. 

Uno de lo~ microorganismos encapsulados de mayor importancia 

cltnica es Klebsiella pneumoniae~ considerado como un pat~geno 

oportunista, que identifica con frecuencia de 

infecciones nosocomiales con morbilidad y mortalidad alta~ [5-

10 



Kleb~iella pneumoniae es un bacilo qram-neqativo. de la 

familia Enterobacteriaceae. Por sus propiedades bioqulmicas se le 

considera anaerobio facultativo y presenta las 

siguientes reaccior1es: . lactosa (+). Voi;res-Pr-oska1.1er· (+), •:i-lucosa 

(+), manito! <+), indol (-), citratos (+), ornitina (..-.), ~cido 

sulfhldrico (-). arabinosa (+), inositol (+), sacarosa (+), ro.io 

de metilo (-), 

li•ina <+>. [4dJ· 

(+, lenta), gelatina (-). malonato (+)y 

Con base en estas propiedades bioqulmicas, Cowan y cols (91. 

1960, propusieron cinco especies de Klebsiella: !f.:. aerogenes. 

K.:_ edwardsii, ~ pneumoniae, ~ o~aenae y K:.,. rhinoscleromatis. En 

J974, Eo.&chanan y Gibbons definieron tres especies: 

pr1e•.1moniae, ~~y K· r·hinoscleromatis· Finalmente, en 1eo 

aislamientos de Klebsiella y utili:ando 99 pruebas bioqufm1cas, 

Noemura y cols en 1979, concluyeron que K:_ pneumoniae incluye a 

las especies ~ aeroger1es, ~ edwards i i y ~ pneumord ae, 

descritas previamente por Cowan,(9.45). 

La pared celular de Klebsiella consta de tres capas: la 

membrana citoplasmAtica, una capa de peptidoqlican que mantiene 

la riqide~ y da forma a la bacteria. y la membrana externa. que 

est& compuesta por un complejo de lipopolisac~rido (LPS), 

fosfollpido& y protelna~. El LPS constituye el antlgeno somAtico 

O, conformado por tres regiones: la región I es la mAs e~terna v 

est.!I. formada por unicta.jes repetitivas de oliqosacAridos. la 

parte intermedia o reqión rr es un oligosacArido llamado CORE, 

que expresa la antigenic1dad R; la parte m.!l.s interna o región III 

es el }!pido A. el cual une por i11ter~cci6n hidr·of6bica a las 
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lipoprotelnas de la membrana celular externa de la bacteria. 

Klebsiella caracteriza por polisacArido capsular 

eMterno (PSC) de qrosor· variable, el cual da un aspecto mucoide 

brillante y consistencia viscosa a las colonias crecidas 

placas de agar· (9,45]· El PSC constituye el ant1geno K. un 

determinante de gran importancia. en cuya estructura p~imaria 

identifican unidades repetitivas de unos pocos monosacAridos (9]· 

El efecto antifagoc!tico del PSC puede estar condicionado 

por su cArga electrostAtica (10) o por interacciones complejas 

entre la superficie celular de la bacteria y ln vla alterna de 

complemento. La interacci6n del PSC y la protetna H inhibLdora 

del complemento resulta en el deposito del complejo H-C3b, antes 

de que se active C3b Bb P en la superficie de la bacter·ia y 

bloquea la amplificaci6n de la uni6n de factores del complemento· 

Este fen6meno favorece la resistencia del microorganismo la 

opsonizaci&n y en ausencia de anticuerpos tampoco se activa la 

vla clAsica. lo cual disntinuve efectivamente la fagocitosis de la 

bacteria (10). 

A pesar de los mecanismos ant1faqoc!ticos de las bacterias 

encapsuladas. se ha observado meJor!a de la respuesta fagocttica 

de PHtJs y m3crOf~9os retados con t~les bacterias en presencia de 

FC (18,19). Este fosfol!pido se encuentra en forma natural en el 

cerebro, hlgado, plasma y otro5 tejidos y i..1n compor1ente 

principal de todas las membranas celulares de los ~nimale~ 

mamtteros [15,18.46)· La interacci6n ~ntr·e los fosfol!pidos v el 

coleste~ol influye sobre las propiedades f!sicas y funcionales de 
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las membranas naturales v artificiales, dotAndolas de fluide:, 

flexibilidad, r·esistencia y una relativa permeabilidad 

mol~culas muy polares (16,JS)• 

Las membranas ricas en colesterol pose~n menor fluide: y los 

macr6fa9os enriquecidos con colesterol muestran inhibi ci6r1 

significativa de la fagocitosis (18). En cambio, al adicionar FC 

o su metabolito lisofosfatictilcolina, se incrementa la actividad 

de fagocitosis en los macr·ófagos y PMNs [20) • 

En modelos animales de infecci6n experimental, ha 

observado que al administrar FC por v!a intraperitoneal (ip), 

produce meJor!a de la sobrevida hasta un 80% de los ratones 

ir1fectados con una dosis letal de Staphylococccos ~; sin 

embargo, FC no tiene efecto microbicida .in~ contra la misma 

cepa de Staphylococcus, por lo cual se ha propuesto que la FC 

actl!la como un estimYlante de la respuesta fagoc!tica do 

macr6fagos i.n. Y..!.x.9.. (20). Er1 apoyo a esta hip6tesis, ha 

reportado que la FC induce un incremento 

partfculas de carbón en ratones [22)· 

la depuraci6n de 

En ratas RN infectadas con estreptococos del grupo B, Santos 

y cols [26J observaron tambifn un efecto protector con la 

administración ip de FC. Estudios recientes de Mancilla y cols 

[23J~ reportan una respuesta de neutrofilia en ratones NI~! 

inoculados con FC fp. Esa respuesta tuf mucho m~s signf fic~tiva 

24 horas desp~1fs de retar con una dosis letal media de Klebsiella 

pneumoniae a ratas Wistar adultas previamente tratadas con FC, en 

contraste con la respuesta leucocitaria habitual de r~tas no 
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tratadas (21.24J• 

Tanto en ratas adultas (21,24J y en ratas RN [27] infectadas 

con Klebsiella pneumoniae, ha observado mejorfa la 

sobrevida de los animales con la administraci&n ip de FC· AdemAs. 

se ha logrado producir un efecto protector sin~raico mediante la 

administraci6n de FC y s~ero de rata conteniendo anticuerpos 

anticapsulares especificas, meJorando a~n mAs el porcentaje de 

sobrevida de ratas infectadas con Klebsiella pneumoniae [~7)• La 

depuraci&n de bacterias tambi~n fue mejor lo~ animales 

tratado~ con FC, lo cual sugiere la posibilidad de que las 

cflulas tagoc!ticas de las ratas inoculadas con FC mejoran sus 

actividad fagocltica y su capacidad bactericida por un mecanismo 

de estimulaci~n inespecltica o por modificaciones directas de las 

membranas celulares de los macr&faqos y PMNs (18,47] 0 

En el presente trabajo se eval~an las modificaciones de la 

capacidad funcional de PMNs circulantes, as! como la de PMNs 

extra-vasculares. obtenidos ambos de ratas Wistar adultas 

tratada~ con FC o con una soluci&n inerte control· Se 

estudi6 el efecto de FC sobre la movilidad al azar de los PMNs 

(qumiocinesis) y el movimiento diriqido Cquimiota::is). Para 

evaluar la capacid~d fagoc!tica y bactericida de los PMNs. 

utili~6 ~lebsiella pneumoniae opsonizada con tres tipos 

diferente~ de suero de rata. 
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P L A N T E A M I E N T O D E L P R O B L E M A • 

Las infecciones bacterianas continaan siendo una causa 

elevada de morbilidad y mortalidad. En e~te tipo de infecciones~ 

la primera linea de defensa del hospedo~o son los PMNs. cuyas 

funciones pueden se~ modificad~• por la utili2aci&n celular de la 

fC ex&qen~. Este trabajo investiga el efecto de FC sobre la 

~unci6n quimiotActica~ la e~tividad tagocttica y la capacidad 

bactericida deo PMNs de ratas. tanto a nivel sisttmico coma 

nivel local para conocer la diferencia d•l ef~cto caus~do por FC· 

la finalidad principal es lograr un conocimiento que cont~ibuya a 

establecer en el futuro Yna aplicaci6n cl!nica de ta FC 

de la respuesta faqoctttca en paciente• con 

infecciones bacterian~s graves. 
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O 9 J E T 1 V O S 1 

1). Evaluar la actividad quimiocin@tica y quimiotActica de 

Pr1Ns intravasculares v e>ctravasculares de ratas Wistar adt..tltas 

tratadas con FC de manera sist@mica (ip) o local (se)· 

2). Evaluar la actividad fagoc!tica y la 

bacter•icida de PHNs ctrcular1tes y extravasculares 

adultas tratadas con FC por vta s1st@mica o local. 

16 

capacidad 

de rata'S 



H 1 P O T E S 1 S 1 

Las actividades quimiotActica~ taqocitlca y bactericida de 

leucocitos PMNs vascula~es y extravasculares de ratas adultas 

mejoran al administrar FC e~~gena por vla sistfmica o local.a los 

anim~les. 
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M A T E R I A L Y M E T O O O S • 

Par-a determinar el efecto de FC en las actividades 

funcionales de leucocitos PMNs de r~tas adult~s se utili~aron las 

pruebas de quimiotaxis y opsonofagocitosis-

.a). FOSFATIDILC.OLINA: Se utili.::6 una pr·eparaci6n de FC 95. 

purificada de sova (SIGMA>, la cual se disolvió en cloroformo, se 

e1nul si ti c6 

balanceada de fosfatos <SBF) a pH 7-2. bajo condiciones de 

estricta esterilidad (23]-

b). BACTERIAS Se utilizó 1.ma cepa de Klebsiella J:•neumordae de 

serotipo capsular K-8. aislada de una epidemia de s~p&is neonatal 

en el Ce1ltro M~dico ''La Ra~a'' d~l Instituto Me,:icano del Seguro 

SociAl y tipificada en la Escuela Nacional de Ciencias Biolóqicas 

del Instituto Polit~cnico Nacional. Para ajustar la bacteria se 

hi=o un cultivo nocturno en caldo soya triptica~etna <CST) 
o 

37 C; despu~s se sembr~ una muestra de 1 ml en 10 ml de CST. quo 
o 

~e incub6 a 37 C durante dos horas v 30 minutos. para alcan=ai~ l~ 

fase de crecimiento logarttmico de la bacteria (471-

El cultivo se centrifuqd a 7,300 rpm <2.500 xG> durar1te ~O 

minutos y se lav6 dos vece5 con SBF est~ril a pH 7-2- Finalmente, 

por nefelometrla de McFarland (481 y e~pect~ofotometrta a 540 nm 

de longit;1.1d de onda <C'vlem'3n M-6/~(I), sr a.i1.1st6 Ja r.oni:entr~cie:.n 

" 1 ~~10 UFC/ml. La~ 1.mictadl4 S tor·madoras de colonic.tS <LIFC:) 

verificaron mediante siembras en aoar eosina a~1.1l de met1leno 

<EAM), contñndo las UFC Pn Jas pl«cas dcsp1.11's de J~: l"1n1-·as df> 
o 

i1,cubaci61' a 37 C· 
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e). SUEROS: Suero Normal: De t..m qr-upo de 3(J r-ata9 Wi star adultas 

de ambos sexos, se extrajeron aproximadamente ~ ml de sangre de 

cada animal por medio de punci6n cardiaca. utili:ando como 

anticoagulante 10 U de heparina por ml· Todas las muestras 

colectaron un tubo. el et.tal se manti.tvo a una temper·atura de 
o 

4 C ha~ta la retracción del c0Agulo1 se removid ~ste y el tubo se 

centrifuq6 por 15 minutos a 2.500 rpm C800 xG> una centr!fuga 
o o 

refrigerada <Sorvall) a 4 c. El suero se almacen& a -20 C hasta 

s•J uti l izacibn. 

Suero Normal Adsorbido: Todo el suero normal fue adsorbido 

Klebsiella pneumoniae K-8 inactivada previan1ente por calor 
o 

121 C y 15 libras de presidn por- 15 minutos• La bacteria 
9 

inactiva.da. una concentracibn de lxlO UFC/ml, me:cl6 en 

una proporci6n de 1 ml por cada 3 ml de mantuvo 
D 

a~itaci&n suave y constante por 1.1n lapso de 2 horas ad C. 

centrifugó a 7.500 rpm C2.500 MG) d•Jrante 30 minutos y obtuvo 

el sobrenadante, el cual se filtrd con una memLrana CMillipore) 

con poros de O·J5 micras Cum) de di~metro. Una parte de este 

fue almacenada a -20 C en alfcuotas de o.s ml· 

Suero Adsorbido y Desco~ple~entadol Una par·te del suero adsorbido 

se c.:1.lent& a 1.'na temperat•Jra. ..te 56 C d•Jrante 30 minutos, a fin dr.-

inactivar Jos tactores de la v!a clAsica y de la v!a alterr1a del 

complemento,~xceptuando C v C . También se almacenó en al!cuotas 
3 5 

de 0.5 ml hasta su utilizacibn· 

Suero Inmune: Se obtuvo de un grupo de 20 ratas Wi~tar adt1ltas 



i~munizadas previamente con Klebsiella pneunioniae K-8 inactivada 

por calor. Estos animales fueron inoculados por vta subcut~nea 
8 

(sel con 100 microlitros Cul) de una suspensibn de txtú UFC/ml. 

se aplicaron refuerzos los dlas 3.7 v 14 y cuatro di~s despu~$ se 

obtuvo sangre por· p•.mci6n cardiaca v se se):•a•"'b el 'l•.1e1~0. el c1.1al 

se almacenb en altcuotas de o.s 1nl ~ -20 C hasta s~r utili=ado. 

d)· ANIMALESt Se utili=aror1 ratc;i.~ Wistar· .ad1.llté1s de umbos se:;os, 

de & S semanas ~e edad. con peso de 150 g :::oo q y 

di$tr·ibuyeron en cuatro grup~s de 5 a 7 animales cada YnO• A las 

ratas del grupo I se les inocul~ por vfintraperitoneal Cipl. 

emulsi~n de FC en dosis 6nica de 000 mg por kg de peso y 38 horas 

les implar1taron el lomo. a nivel de la fascia 

musc1..1lar-. dos esponjas de polivinilo (Llrdpoil-.t Ir1c•) de l de 

di.A.metro y O.S de espesor, con peso pro1neJio de 22 ~ 2 1ng. Las 

esponjas fueron impreonadas 50 ul de SBF est~ril a pH 7.z. 

Los animales del grupo rr. que sirvieron COlhO testi90. fueron 

inoc1..1lados por vfa ip cor1 1 ml de SBF a pH 7.2 y les 

implantaron las esponjas de la misma manera que al grupo r. Las 

ratas de ambos 9rupos fueron sacrificadas a las 56 horas ,je haber 

sido inoculadas. es decir, 18 hor·as después de haber sido 

implantadas las espoi~jas. f49J. 

A los animales del qrupo 111 se les colocar·on en el lomo dos 

esponjas impre9n~das cor1 5 m9 de FC v a las ratas <lel grupo IV, 

cor1'!. idcradas 

esponjas impreqnadas con 50 ul de SBF a pH 7.2. Los ~nimales dQ 

estos dos grupos no fueron lnoculados por vla ip y se 

sacrific~ron a las 18 horas de haberle~ impla~tado las esponj~s. 
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el· LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES: De los cuatro grupos de 

animales obtuvieron PMNs circulantes de sangre pcrit!rica. v 

los PMNs extra-vasculares de las esponjas [49)· Los PMNs intra-

va5cUlar·es se obtuvieron de sc<r1qre extratda de las rati'\s ;;-01 .. 

puncibn cardiaca: se separaron por gradientes de densidades de 

ccntrifuqaci6n con ficoll-hypaque y sedimentaci~n con de::tr~n. 

seq~n la t~cn1ca de Bovum [50], los eritrocitos remanentes se 

li~ar·on con soluci6n salina esttril al 0.2% y ~l 1°6S forma 

alterna v el botón de PMNs se resuspendi6 soluci6n balanceada 

de Hank (SBH). Los PMNs P>:tr-a-vascularL>s obtuvieron de las 

eGponJas de polivinilo implantadas; cada esponja colocben 

t~bos est~riles con o.s ml de SBH v se exprimib sua~emente hasta 

remover el liquido con su contenido de PMNs [49). 

f) EVALUACION CELULAR• El r~ndimiento de c~lula5 PMNs 

determinó por cuentas microscopio óptico CZeiss) a dOx en una 

c.!mar-a de Ne•.tba1...1er· y 
6 

ajustaron en SBH a una concentración de 

lxH:i PMNs/ml. La viabilidad celular determinó por el 

porcentaje de PMNs que pre~entaron exclusibn del colorante vital 

a:ul d~ tripano al 0.3% en soluci6n NaCl 0·85S v la pure:a 

observb utili:ando solucibn de Turk· 

q). ENSAYO DE QUJ"IOTAXIS: Para esta prueba 1..1ti l izó •.rna 

microcAmarn de Bovden de J8 po:os (Neuroprobe) meml>rar1.:l":; dr 

nitrocelulosa con poros de 3 u1h de di~metro CNucleopor·e)• Los 
6 

PMNs de sangre pertf~rica o de las esponjas se ajustaron a 2x10 

por n1l de SBH. Coma agente quimiotActico se utiliza una mc:cla de 

suero normal de r~ta activado zymosano-A CSiqmal y par·a medir 
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la migracian al a:ar se utilizó SBH como atractante. 

La camara de Boyden consta de dos compartimentos separados 

por un empaque de silic6n; la parte inferior Je la cAmara tiene 

49 pozos de 3-18 mm de di~metro con capacidad de JO ul y en la 

par·te superlor· hay '1~: orificios de 70 •.11 de volr.1men; l.::t!! dos 

par-tes de la c.lmara s.e unen y se fijen·• cor1 seis tornillos. 

Para 11 evar cabo el ensayo SP ajyst~ el volumen de 

micropipeta. de que al llenar los pozos se formase urt 

menisco positivo; el volumen necesario fue de 

apro;cimadamente 40 ul. En la parte interior de la c~mara 

colocb el a9~nte quimiot.lctico (suero de rata activado) el 

control <SBHl. despu~s se coloc~ la membrana de nitrocellllosa 

humedecida en soluci~n de Gey balanceada con hepes y adicionada 

alt:.t.,mir1a .:\l 1% (NaCl 135 mM. KCl J.5 mM. MgCl l ·3 mM. CaCl 

1.5 1nM. Hepes 10 mM, dextrosa 0·1 % y alb~mina al 1%); se colocó 

el empaque y la parte superior de la camara v a,i•.1staror1 los 

tornillos• Los pozos superiores fueron llenados con 70 u! de la 
6 

susper1sl.ón de PMNs a.Jlt5tada en SBH a 2x!O por ml v ir1c1.1bb la . 
c.!ma.1 .. a 37 C durante 60 minutos; una vez transcurrido ese 

tiempo. la c~m~ra se invirtió para. eliminar el volumen residual 

de lo~ po:os superiores y se retiró la membrana. la c•Jal se fije 

con etar1ol--aqua 1 :1 y se til"í6 par·a hacer- las lecturas de la 

1nigracl6n celular. 

Tinci~n: Despu~s de haber fijado la membrana se lavó con agua 

caliente durante 10 minutos. pasó ~ una caja de Petr1 con 

hemato~il1n~ y se deJ6 te~ir durante 8 minutos- La membran~ 
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lavó nuevamente con aqua c~liente durante 10 minutos. 

Decoloraci&n: Despu~s de la tinci6n. la memb~ana pas6 a una 

caja de Petri con HCl al 0-5% por espacio de 10 a 15 segundos. 

desputs pas& por etanol durante 10 a 15 segundos mAs. Se 

efectu& otro lavado en agua caliente por 10 minutos· 

tinci6n de contraste: SE coloco la membrana en otra caja de 

Petri con cromatrope 3R al 2Z. se dej6 teftir dur·ante 30 minutos y 

enseguida se lav~ por S minutos en agua caliente-

D•shidrataci6n& Una vez te~ida, se procedió a deshidratar la 

membrana, pas&ndola sucesivamente por etanol durante 3 minutos. 

propano! 3 minutos, propanol-xilol 1:1 por 3 minutos y xilol ~ 

mi~utos. Final1nente. la membrana se colocb en un porta-objetos 

resina histol&gica (Sigmal, con la cara que contiene las 

c~lulas hacia abajo y se cubria cuidadosamente con un cubre-

objetos. evitando la formaci6m de burbujas-

Lectur•: Se r·eali:6 scq~n el m~todo de Zygmound y Hirsch [51]. 

midiendo la distancia del punto donde observó la mayor 

c~ntidad de c~lulas. hasta donde hubieron al menos cinco PMNs· 

Las lecturas de cada mue~tra fueron por triplicado. utilizando 

para medir la distancia de miGraci6n el tornillo microm~trico dP 

un micro~copio Orticp CZeiss) a 40>: v se report6 el promedio de 

los valores en micras. 

h)· ENSAYO DE OPSONOFAGOCITCISIS: 

Opsonizaci&n: Un volumen de o.t ml de Klebsiella pneumoniAP 
9 

ajustada SBF a lxlú UFC/ml. op~ooi:~ con o.ry ml de lo~ 
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SYeros inmune. adsorbido y descomplementado. respectivamente. Las 
o 

tre& diferentes mezclas se incubaron por 30 minutos 37 C. 

mantcni~ndolas en agitaci~n suave y constante. Las bacterias va 

opsor1izadas 
6 

1x1Ct UFC/ml· 

ajustaron en SBF a una concentraci~n final de 

Fagocitosis: Se utilizaron microplacas de 96 pozos de fondo 

c~r1cavo <Micr-otiter Oynatech}~ en cada pozo se colocaron 50 ul de 
5 

PMNs intra- o extra-vasculares C0.5x10 ) y la bacteria opsonizada 
5 

cada de los tres sueros ajustada a 1x10 se9~n las UFC 

obtenid~s un cultivo de control en placas de aoar EAM CUFC 

irdcial) • la finalidad de establecer 1.1na relaci6n 

PMN:bacteria de 1:2, finalmente, adicion6 SBH hasta completQr 

un volumen de 100 ml por pozo (52)· La microplaca. con todas las 
o 

muest1~as por triplicado. se 1ncub6 a 37 C en agitaci6n continua y 

a los bO y 120 minutos se tomaron muestras de 10 ul de cada pozo. 

diluyeron en 90 ul de agua destilada est~ril. se homogeinizaron 

por agitaci6h vi9orosa un v~rtex (Super-Mixer) v se sembraror1 

lú ul en placas de EAM· Despu6s de incubar a 37 C durante 18 

hora~. se co11taron las UFC en plac~ <UFC final)~ para reportar el 

porcentaje de c1~ecimiento bacteriano por pozo utili:ar1do la 

siguiente tb~mula, [53)· 

% de crecimiento bacteriano = <UFC inicial / UFC final) x 100· 

i). ANALISIS ESlADlSTICO: Para definir l~!:. difert>nci~<s Pr1tre los 

los en5avos de quimiotaxis. aplicA la 

prueba t de Student [54) y para anali:ar los resultados de los 

ensayos de opsonotaqocitosis se utili:6 la prueba U de Mann-
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R E S U L T A O O S 

SUEROS: En los. tres tipos de suer·os utilizados deter·minaror1 

los titulas de anticuerpos IqG especfficos cor1tra el polisac4rida 

ELISA. Los resultados de absor·banc1a por espectrofotometr!a a 490 

nm f1.1eron: a) ad$Oi"bldO O: h) a .. 1sor-bi•:to 

de~complement&do = (1.010~ e) Sl1ero 0-115-

PMNs: los proce~imientos de obtenci6n de PMNs circulantes y 
6 

eMtra-va~culares mostrar·on 1•endimientos promedio de d.39x10 

" cflulas por ml d• s3n9(·e per1f~rica v ~-16x10 c!lulas por ml del 

liquido re111ovido de lds esponjas. La pureza de las c!lulas 

ca1~respon•i16 93. 7 l'I. ctC> PMNs las muestras obtenidas de 

sar1qre perif~r1ca y tr~t~das por el m~todo de Bovum (541, 

tar1to q11E.< el .;.3.8::::~ de las c,_11.1!<'\s obtenida!" de lus esponj.:i'"" 

f1.ir:ron PMt'l'ét• •la v1abil1di3.d r•r·omcd;io fue de 97.35% los Pf"lNs 

ctrcltlantea y de ·~a.25% en los PMNs e::tra-vasculares 

QUIMIOTAXIS: En 105 ensayos de n11gr8ci6rr celular de los PMNs 

ev~luó la qu1m1oc1nes1s en los aspectos cte miqract6n ~l a=ar. 

m1g1~ac16n diri~ida v la quim1otax1s como indice de la diferencia 

entr~ la miqr~ci~n dir1q1da y la migr·ación al Los 

~e§ultactos se muest1~~r1 er1 los C~tadr·os 1 v 2 y e11 l~~ F1q. 1 a 

En li1 Fi9. l ~e p•tf;'df~ ~p1~ec1ar· que le< iíll•Jl'acibf'• ,':\l de? 

los. PMNs c11·cul ... <ntes v d<:> lo:; PMNs e>:tra-va~c1.1lares f•1e 

}¿.!; 1~at~s ir1ocnl.adai:> con SBF poi·· vf¿_1 il'.• <'grupo JJ"), contraste-

las 1noc•.1ladas 

pr·esentan como pron~edios ~n el Cuadro 1. En cambio. tanto en los 
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PMNs circulantes como en los PMNs extra-vasculares. obse~vó 

una mayor migraci6n al azar cuando se administr6 FC de manera 

local <grupo Il!). a diferencia de lo observado con los PMNs de 

las ratas del gr·upo IV· Fig. 2· 

La administraci6n de SBF por vla ip <grupo II) o de FC en 

las esponJas (qrupo III) tuvieron un efecto de mayor capacidad 

migratoria en los PMNs extra-vasculares, comparada l~ 

migración de los PMNs de sangre perif~rica. Cuando los PMNs 

eHtra-vasculares fueron obtenidos de las ratas del grupo III. se 

obset'V~ incremento de la migración al azar. de 7.5 um a 49.~ 

um. con una diferencia significativa (p = 0-0041). Cuadro 2· 
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QUIHIOCINESIS Y QUIMIOTAXIS DE POLIMORFONUCLEARES DE RATAS 
WISTAR TRATADAS CON FOSFATIDILCOLINA CFC) O CON SOLUCION 

BALANCEADA DE FOSFATOS (SBF) POR VIA INTRAPERITONEAL. 

P11N 

CIRCULANTES 

(SANGRE 
PERIFER!CA) 

EXTRAVASCULARES 

<ESPONJAS 
SUBCUTANEAS) 

n: 

X• 
DE• 

EE 1 

n: 

;¡' 

DE• 

EE• 

11 I G R 

AL AZAR 

SBF FC 

4 4 

49.2 30-2 

27·5 16.6 

15·9 9.6 

4 4 

70·'' 39.4 

35.0 19·0 

20-2 10·9 

A c I o N (Um) 

DIRIGIDA 

SBF FC 

4 4 

122-4 153·3 

33.9 :::1.2 

19°6 12·4 

4 4 

113-8 102·2 

38.2 1s.2 

22.u 27-8 

= n~mero de muestras Y= media aritmftica 
est~ndar EE = error est~ndar. 

DIRIGIDA-AZAR 

SBF FC 

4 4 

73-2 123·2ª 

32-1 16-5 

1&·5 9.5 

4 4 

d.2.·::.i 63-7 

39.9 35.5 

23-0 21-2 

DE desviaci&n 

• tratamiento de los animales con: FC ~ SBF utilizada como 
contra l · 
a: p = 0.05 significancia estadlstica. 

CUADRO 1 
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QUIMIOCINESIS Y QUIMIOTAXIS DE POLIMORFONUCLEARES DE RATAS WISTAR 
TRATADAS CON FOSFATIDILCOLINA ffC) O CON SOLUCION BALANCEADA DE 

FOSFATOS <"SBF) EN ESPONJAS SUBCUTANEAS 

M I G R A C I O N (um) 

AL AZAR DIRIC)IDA DIRIGIDA-AZAR 
PMNs 

SBF FC SBF FC SBF FC 

n• <I 4 4 4 4 4 
CIRCULANTES 

x• 19.7 30·~· 75.1 58.6 55.3 29.7 
(SANGRE 
PERIFERICA) DE• 13.4 13·7 30°8 20.1 29·3 22.9 

EE: 7.7 7.9 17-8 11·6 17-0 13°0 

n: 4 4 " 4 4 " 
EXTRAVASCULARES ¡¡, 7.5 cl9·4ª 16-3 144-9 ~ $.8 95.6c 

(ESPONJA DE: 4.6 15.4 6·3 16°8 4.0 18-1 
SUBCUTANEA) 

EE: 2·6 8·9 3.7 9.7 2-3 10.4 

n n~mero de muestras X =media artm~tica DE= ctesviaci6n 
estAndar EE = error estAndar. 
* = tratamiento de Jos animales. con: FC ó con SBF utilizada como 
contr·ol-
a: p = 0.0041. b: p = 0.0001, e: p = 0.0(102. significar1cias 
estadlsti cas. 

CUADRO 2 
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Fig. 1 Y 2· "tORACION AL AZAR DE POLlf10RFONUCELARES (Pf'tN•) DE 
RATAS WJSTAR TRATADAS CON FOSFATIDILCOLJNA (fC} O SOLUCION 

BALANCEADA DE FOSFATOS (98F). 
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En las Fiq. 3 y 4 se pr·esentan los resultados de la 

migración dirigida de PMNs hacia un quimioatractante constituido 

por suero nor-mal de rata activado con zymosano-A. Los promedios 

obtenidos son mayores que los de la migración al 

observAndose la Fig. 3 que la FC administrada por vla ip 

{grupo I) indujo un mayor efecto migratorio en los PMNs de sangre 

perif~rica que en los extra-vasculares; en cambio, los PMNs 

extra-vasculares de las ratas del grupo II migraron mAs que los 

PMNs circulantes. 

En la Fig. 4 se puede apreciar un qran aumento en la 

migraci~n diriqida de los PMNs extra-vasculares Cp o.ooc>t>, 

cuyos promedios se presentan en el Cuadro 2. Este incremento en 

la migraci6n de PMNs extra-vasculares fue mayor en el grupo III 

que el qrupo IV; en cambio, la migración de los PMNs 

circulantes fue menor en el grupo III que en el grupo IV· 

En las Fiq· 5 y 6 se muestran las diferencias entre Ja 

migraci61l dirigida y la mi9raci6n al azar. El mavor efecto sobre 

la migraci~n quimiotActica de los PMNs circulantes se present6 en 

el grupo I, en contraste con el qrupo II <p = 0·005'>: los valores 

muestran en el Cuadr-o t. La q1.limiotaxis correspondientes se 

tambi~n fue mejor en los PMNs ext~a-vasculares del ?rupo III que 

en Jos del grupo IV Cp ~ 0·0002). Cuadro 2. 
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OPSONOFAGOCITOSIS• Se observaron diferencias en el desarrollo de 

Klebsiella pneumoniae enfrentada con PMNs de rata. seq~n la vla 

de in&culo empleada para administrar FC o SBF· En general. hubo 

menor crecimiento bacteriano cuando se usaron PMNs circulantes de 

las ratas de los grupos I y II o PHNs extra-vasculares de los 

animales de los grupos III y IV- El crecimiento de la bacteria 

tambi~n fue menor cuando se utiliz6 como fuente de opsoninas al 

suero inmune de rata. 

En las Fiq• 7 y 8 se presenta el crecimiento de l<lebsiella 

pneumonia• a los 60 y a los 120 minutos de haber sido enfrentada 

con PMNs de los grupos testigo JI y IV. S&lo observaron 

diferencias significativas cuando utilizaron PMNs e~tra-

va6culares; el crecimiento bacteriano generalmente fue menor 

el grupo XI y cuando se utilizó suero inmune como fuente de 

opsoninas· Esto& resultados se muestran en los Cuadros 3 y 4. 
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CRECIMIENTO DE Klebsiella pneumoniae K-S OPSONIZADA Y ENFRENTADA 
CON POLIMORFONUCLEARES DE RATAS WISTAR ADULTAS TRATADAS CON 

SOLUCION DE FOSFATOS POR VIA INTRAPERITONEAL· 

CRECIMIENTO BACTERIANO (0: UFC) 

OPSONIZACION SUERO SIN SUERO SIJERO 
COMPLEMENTO ADSORBIDO INMUNE 

PMNa 
lNCLIBAClON: 60• 120' 60' 120 1 t.(11 120 

n• 6 6 6 6 6 6 

CIRCULANTES X• 91.0 134-2 eo.e 111.2 70.a 94,5 

<SANGRE DE• 64.4 103-2 53·1 91-1 39.4 69-6 
PERIFERICA) 

EEI 28-6 46.t 23·3 40-7 17.6 31-1 

n• 6 6 6 6 6 6 

EXTRAVASCIJLARES x 1107.3 122.2 97.4 94.13 71 ·4 so.a 

<ESPONJA DE• 66·8 62·5 3906 65.7 34-0 53-6 
SUBCUTANEA) 

EEI 29-9 27.9 17·7 29.4 1s.2 23.9 

n né.mero de muestras í( ... media ar-i tm•t i ca DE desviaci&n 
••t.Ar1dar EE m error est.Andi.\r• 

CUADRO 3 
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CRECIMIENTO DE Klebsiella pneumoniae K-0 OPSONIZADA Y ENFRENTADA 
CON POLIMORFONUCLEARES DE RATAS WISTAR ADULTAS TRATADAS CON 

SOLUCION BALANCEADA DE FOSFATOS EN ESPONJAS SUBCUTANEAS.· 

CRECIMIENTO BACTERIANO (% LIFC) 

OPSONIZACION SUERO SIN SUERO SUERO 
PMNs COMPLEMENTO ADSORBIDO INMUNE 

INCUBACION 60' 120' 60' 120' 60' 120' 

n• 7 7 7 7 7 7 

ClRCULANTES ·x, 1760 l 225.9 1eo.6 235·5 145.5 174.t 

(SANGRE DE• 142·1 215.2 72.0 182·0 58.t 94.3 
PERIFERICA) 

EE• se.o 97.9 29-4 74.3 26-0 42-2 

n• 7 7 7 7 7 7 

EXTRAVASCIJLARES X• 148·5 179-6 100.3 172-1 179.6 160-6 

(ESPONJA DE• 100.6 13402 77.t 76-3 100.0 71 oS 
SIJBCUTANEA) 

EE• 41-1 54.9 31.5 31.t 49.3 32.0 

n = 1"11lmero de muestr"as !t = media aritmttica DE desviacibn 
est.Andar EE ~ error- est.t.r1dar• 

CUADRO 4 
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Fig• 7, CRECIMIENTO DE Kleb!iell• pn•umoni•• K-9 OPSONIZADA CON 
TRES DIFERENTES FUENTES Y ENFRENTADA POR 60 MINUTOS CON 
POLlt10RFONUCLEARES DE RATAS WISTAR TRATADAS CON SOLUCION 

BALANCEADA DE FOSFATOS• 
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Las diferencias de crecimiento bacteriano cuando se retaron 

PMNs de los grupos con FC I y III se pueden apreciar en las Fig. 

9 y 10. Cuando se utilizaron PMNs circulantes del grupo l hubo 

menor crecimiento de Klebsiella pneumoniae. en comparación 

los PMNs circulantes del qrupo lll· Al retar a los PMNs extra-

vasculares observ6 menor desarrollo bacteriano cuando 

provenJan del grupo Ill, sobre todo si la bacteria se opsoniz6 

con suero inmune de rata. Las diferencias fueron significativas 

cuando se opsoniz& a la bacteria con suero adsorbido o con suero 

inmune, como se puede observar en los Cuadros 5 y 6. 

L• opsonizaci6n de klebsiella pneumoniae con suero inmune se 

asoci6 a menor crecimiento bacteriano cuando utilizaron PMNs 

eHtra-vasculares de los grupos I y lllt sin embargo, estos 

resulta.dos no llegaron a ser estad!sticamente significativos. 
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CRECIMIENTO DE Klebsíella pne1.1moniae K-8 OPSON12ADA Y ENFRENTADA 
CON POLIMORF"ONUCLEARES DE RATAS WISTAR ADULTAS TRATADAS CON 

. FOSFAT!OILCOLINA POR VIA INTRAPERITONEAL · 

CRECIMIENTO BACTERlANO (% Uf"C) 

PHNs 
OPSONIZACION SUERO SIN 

COMPLEMENTO 

INCLIBACION 60' 

CIRCULANTES 

(SANGRE 
PERIFERICAl 

CIERCULANTES 

(ESPONJA 
SUBCUTANEA> 

n• 6 

EEI 12·2 

n• 6 

x: 67-o 

DE: 31-1 

120' 

6 

69·4 

31-0 

6 

71 ·2 

SUERO 
ADSORBIDO 

60' 120' 

6 

56-0 49.0 

41-7 

11.1 18-6 

6 6 

59.7 55.4 

23·0 52°8 

10-3 23-6 

SUERO 
INMLINE 

f.:.0' 120' 

6 6 

37.3 

14-7 16-7 

6 6 

36-0 so.o 

16-1 22.4 

n • ndmero de muestras ~ = media arítmftíca DE ~ desviaci6n 
e&tAndar EE = error estAndar· 

CUADRO 5 
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CR(CIMIENTO DE Klebsiell• pneumoniae K-8 OPSONIZADA Y ENFRENTADA 
CON POLIMORFONUCLEARES DE RATAS WISTAR ADULTAS TRATADAS CON 

FOSl'ATIDllCOL INA EN ESPONJAS SLIBCUTANEAS· 

CRECIMIENTO BACTERIANO (% Ul'C) 

OPSON!ZACION SUERO SIN SUERO SUERO 
COMPLEMENTO ADSORBIDO INMUNE 

PMNS 
INCUBACJON "'º' 120' 6(1' 120' 60' 120' 

nr 5 5 6 6 s s 

CIRCULANTES í11 259.7 316·8 259-0 310~6 2ee.4 336·1 

(SANGRE DE: 276·6 247.';> 244.7 232.e 2se.2 237·2 
PERIFERICA) 

EE• 138.3 123 .9 109-4 104· 1 129-1 118·6 

nr 5 5 5 5 5 5 

EXTRAVASCLILARES ¡, 124.7 171·0 124.e 16,;.a 89-1 117·0 

<ESPONJA DE• 42·4 76·5 39.0 79.1 33.6 se.2 
SllBCUTANEA \ 

EE• 21·2 38.2 17·0 ~4·9 15.0 26·0 

n = nl?.mero de mue~tras X'= media aritmftica DE = desviacibr1 
.,.,.t~ndar EE a error estAndar. 

CUADRO 6 
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Fi9• 9, CRECIMIENTO DE Kl1b1i1ll• pn1umpni•• K-e OPSONIZADA CON 
TRES DIFERENTES FUENTES V ENFRENTADA POR 60 MINUTOS CON 
POLIMORFONUCLEARES DE RATAS WISTAR TRATADAS CON FOSFATIDILCOLINA· 
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Fiq• 10, CRECIMIENTO DE Kl1b1i1lla pn1umqni•1 K-8 OPSONIZADA CON 
TRES DIFERENTES FUENTES Y ENFRENTADA POR 120 MINUTOS CON 
POLIMORFONJCLEARES DE RATAS WISTAR TRATADAS CON FOSFATIDILCOLINA· 
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En la Fiq• 11 •• pr••enta el crecimiento de Kleb1i1lla 

Dn•umoni•• a lo• 60 minuto• de incubaci8n con PMNt de 101 grupo• 

y 11, ob•ervAndo•• un mayor efecto bactericida en lo• PMN• 

circulantes y en los •xtra-vasculare• del qrupo I, aunque las 

dif•rencia1 no llegaron a ser ••t•dl•ticament• 1i9niticativa1• El 

menor 

opsonizado 

b•cteriano 

la bacteria con suero inmune• El crecimiento 

lo• 120 minutos tuvo el mismo patr&n 

:omportamiento (Fig• 12), con los porcentajes que se pueden 

•n lo• Cuadros 4 y 5. 

de 

En l•• Fig• 13 y 14 s• presentan lo• porcentajes de 

crecimiento de la bacteria enfrentada por 60 y 120 minutos con 

PMN1 de los grupo• IIJ y tV. El mayor efecto b•ctericida se 

observ6 con los PMN• circulante• del grupo IV y con los PMNs 

extra-v•1cular•1 del grupo Jtt, con una diferencia siQnific•tiva 

cuando la bacteria fue opsonizada con suero inmune. La Fig. 14 

muestra menor crecimiento bacteriano al enfrentar lo• PMN1 extr•

~•scular•• de lo• grupo1 Jll y IV, siendo a6n menor en el grupo 

JlJ. Cu&dro• 3 y 4. 
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INTRAPERITONEAL. CON FOSFATIDILCOLJNA O SOLUCION BALANCEADA DE 

FOSFATOS 
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El crecimiento d• Kl•b•i•lla pn•umonia• enfrentada con PMNs 

extra-vasculares del grupo IV o con PMNs circulantes obtenidos de 

ratas sin ning4n trat•mi•nto pr•vio, di•minuy& al adicionar FC al 

en•ayo iD. x.1.$.rA (Fig• 15 y 16)· Est• dif•rencia en la capacidad 

de lo• PMNs con FC adicionada !.n ~ fue 

••t•dl1ticam•nte significativo cuando la bacteria opsoniz6 

suero inmun•• 

En general, se present& un mejor efecto i.D.. ~de la FC 

sobre lo• PMN• circulante• en comparaci&n a los PMNs extra

va1culares, tanto a lo• 60 como a los 120 minutos de incubaci&n 

la bacteria, aumentando el efecto cuando la bacteria habla 

sido op1oni%ada con suero inmune. Cuadros 3 y 7. 
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CRECIMIENTO DE Kleb5'iella t•neumoniae K-8 OPSONIZADA V ENFRENTADA 
CON POLIMORFONUCLEARES DE RATAS WISTAR ADULTAS, EN PRESENCIA DE 

FOSFATIDILCOLINA i..D. vit~o. 

CRECIMIENTO BACTERIANO (% UFC) 

PMNs 
OPSONIZACION SUERO SIN 

COMPLEMENTO 

INCUBACION 

CIRCULANTES 

(SANGRE 
PERIFERICA) 

n• 7 

DE• 117·3 

n• 7 

EXTRAVASCULARES X• 10a.a 

(ESPONJA DE: 178.9 
SUBCUTANEA) 

EE: 

120' 

7 

210. 1 

292.0 

., 

SUERO 
ADSORBIDO 

60' 120' 

7 7 

7 7 

SUERO 
INMLINE 

60' 120' 

7 7 

7 7 

n = n6mero de mueatra5 X = media aritm•tica DE = desviaci6n 
e&tAndar EE = error estAndar· 

CUADRO 7 
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500 

8 LlOO 
~ 

g 
~ 300 
~ 

i 200 

~ 100 ::; 
!:5 

SUERO SIN SUERO 
C0'1'1.H'El'ITO /IDSORB 100 

f'ttls CIROJIA'ffES 

SUERO 
INi'tJNE 

< SllNGRE PER IFERICA> 

SUERO srn SUERO 
Cct'PLEIINTO l\DSORBIOO 

HBS D 
FC -1) ?= 0.032 

SUERO 
INl'WE 

Fttls EY.Tr.AVASClJI t.RES 
<ESFWJA SIJBQITANE/\l 

Fiq• 1~, CRECIMIENTO DE Klebsiell• pnrumoniar K-9 OPSONIZADA CON 
TRES DIFERENTES FUENTES Y ENFRENTADA POR 60 MINUTOS CON 
POLIMORFONUCLARES DE RATAS WISTAR EN PRESENCIA DE 

FOSFATIOJLCOLINA O SOLUCION BALANCEADA DE HANK. 

so 



500 HBS D 

i±i FC -~ 400 

g 
!:3 300 

! 200 

~ 

i 100 

SUERO SIN SUERO cnru:mrro ADSOPJ! 100 

Fffis e !ROJ!.Jll'ITES 

SUERO 
!NIUIE 

C SAAGRE PER !FER! CAl 

SUERO SIN SUERO 
CXJ1'l.EnJITO ADSORB!OO 

SUERO 
!Nt1JNE 

fffis EXTPJIVl\SCUI .ARES 
CESPCllJA SIJBCUTAl'IEAl 

Fi~· 16, CRECIMIENTO DE Kl!b~i•ll~ pp•umoni•• K-0 OPSONlZADA CON 
TRES DIFERENTES FUENTES V ENFRENTADA pOR 120 MINUTOS CON 
POLIMORFONUCLEARES DE RATAS WtSTAR EN PRESENCIA DE 

FOSFATIDILCOLINA O SOLUCION BALANCEADA DE HANK. 
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D I S C U S I O N 1 

La susceptibilidad del hospedero a las infecciones por 

bacterias encapsuladas, como Klrbsiella pneumoni••, se incrementa 

ante la resistencia d• 

antimicro.bia.nos camunea, 

estos micr-oorganismos .. 
en especial cuando se ·trata 

los 

d• 

infecciones intrahospitalarias [3-SJ· La capacidad fagoc!tica de 

los PMNs interviene como un factor fundamental en la respuesta 

i nf lamatori• 

[11, 12J. 

agudiJ. este tipo de infecciones bacterianas 

Alqunos eatudios han 9ugerido que FC puede mejorar la 

f•gocitosis de PMNs y m•cret•gos t19 120J y al "1tilizar- FC 

ratones infectados con Stha.p.ylococcus aureus, se ha observado un 

efecto protector (18], lo cual ha sido reportado t•mbiln en rat•s 

RN con sepsis eHperimental por estreptococo del grupo B, tipo III 

[26]. En ratas adultas [21-27] y en ratas RN [~6) se ha 109rado 

mejorar la sobrevida a la infecci&n por Klebsiella pneumania• al 

adminis~rar por vla ip FC ($00 mg/kg) [21,23). 

En este estudio hemos evaluado la actividad de PMNs 

circulantes y extra-vasculares de ratas adultas tratadas por v!a 

&i•t•mica o local con Fe. Estudios preliminares de Mancilla y 

cola [24J ya han sugerido que la FC mejora la capacidad taqocltica 

de los PHNs de rat•s •dultas, determin•d• por pruebas de 

quimioluminiscencia y de reducci&n de nitroazul de t•trazolio 

(59]. En eate tr•b•Jo. •d•mA& de evaluar la capacidad faqocttica 

mediante pruebas de opsonofagocitoai&, t•mbt•n 1• evalu& el 
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efecto de la FC sobre la capacid•d miqratoria de los PMNs de 

r~tas adultas, obtenidos de sangre perif6rica y de una fuente 

e>ctr•-vascular confiable [49J. Nuestros resultados apoyan las 

observaciones de otras autores acerca de los efectos d• 

FC C19,22,2SJ. 

La afinidad y la actividad funcional de las receptares de la 

membrana celular de las PMNs pueden ser modificadas 

farmacal6gic•mente (35)· Al probar el efecto de la FC sabre l• 

capacid•d migr•taria de los PMNs, observamos un incremento de l• 

quimiocinesis y quimtataxis d• PMNs circulantes y e>ctra-

vasculares obt~nidos de r•tas can aplicaci6n sisttmica y local de 

FC· Estos result•das sugieren que la migraci6n de las PMNr. mejora 

por la e>cposici6n • Fe, lo cu•l puede s•r de gran importancia 

piBra mejar•r 1.;a respuest• del hospedera las infeccione• 

bacterian•s C29,33,3SJ. 

L• actividad migratoria de los PMNs en presencia de FC puede 

mejorar por una interacci6n mAs directa entre el fosfolfpido 

que de alg~n modo la FC se 

integra a la membrana y modifica la relaci6n fosfolfpidos

calesterol, ya que esto incrementarla la fluidez de la membran• 

al reducir su viscosidad y favorecerla 

cantidad de fosfol!pidos se pr•senta m•yor frecuencia do 

translocacianes de fstos, increment&ndos• la movilidad de la 

bicapa 

e>cposici6n de receptor&• de alta o baJa af inid•d para el agent• 

quimiot•ctico (35,36], mayor f•cilidad de polarizaci6n 

morfol6qi ca y citoesqueleto (34-36], que 
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r••ultarlan en una mejor locomoci&n celular de los PMNs v mayor 

capacidad faqocltica. 

promedio mayor ef•cto bactericida en comparaci&n los PMNs 

obt•nidos de los grupos testigo• Este efecto fue diferente segdn 

la vla de administraci&n •mpleada y fue mejorado por una fuente 

adecuada de opsoninas. La capacidad bactericida de los PMNs fue 

facilitada al utilizar una adecuada fuente de anticuerpos y 

complem~nto, efectuando la opsonizaci&n de la bacteria con suero 

inmun• o suero adsorbido, que fueron en gen•ral las muestras que 

presentaron menor crecimiento bacteriano, en tanto que las 

bacterias opsonizadas con el suero adsorbido y descomplementado 

presentaron mayor desarrollo, tanto a los 60 como a los 120 

minutos de incubaci&n con PMNs lo• ensayos de 

opsonofagocitosis• 

Estos hallazgos son compatibles con la importancia de los 

factor•• del complemento y la presencia de anticuerpos 

especifico• para el proceso de opsonizaci&n que favorece la 

faqocitosis de las bacterias por los fagocitos PMNs (56)· Adem~s 

es sobresaliente l• abservaci~n de que l~ FC produce efecto 

con facilitando la 

fagocitosi• y muerte de Klebsiella pneumoniae, tanto en una 

acci&n •isttmica sobra PMNs circulantes, como en un efecto local 

•obre PMNs e~tr•-vasculares. 

De acuerdo • nu•st~o• result•dos. la administracien de FC 

presentó el •fecto que esperaba, observAndose va~ias 
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modificacione• •e9dn •l tipo de •U•ro utilizado para op•onizar, 

l• vi• d• •dmini•t:r•ci&n de FC a las rate5 y la fuente de 

obt:enci6n d• los PMN•· Definitivamente, con•ideramo• que e'ste 

••tudio ••timula a continuar con ••t:• linea de investigacibn, con 

la finalidad de lograr en el ~uturo una •Plicaci&n cltnica de la 

pacientes con 
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e o N e L u s I o N E S• 

•>• FC induce un efecto que incrementa la quimiocinesis de PMNs 

de rat•· El incremento de la quimiocinesis es parcial Y estA 

influenciado por la vfa de administración de la FC la 

localizaci6n vascular o extra-vascular de los PMNs. 

b). FC indujo un incremento en la quimiocinesis de los PMNs. 

extra-vasculares obtenidos de esponjas cuando la aplicaci6n de FC 

fu& local, es decir en la misma esponja. 

e). La quimiotaxis de los PNNs tue ampliamente incr-ementada al 

administrar FC. El m•vor efecto quimiotActico se observ6 en los 

PMNs circulantes obtenidos de ratas inoculadas con FC por vta ip, 

mi•ntras que la mayor migraci6n quimiotActica de PMNs extra

vasculares se presentó cuando fueron obtenidos de ratas con 

•plicaci~n local de FC en las esponjas. 

d). l• administraci&n de FC se asoci& con un aum~nto en la 

capacidad fagocJtica de PHNs de ratas adultas. Este efecto fue 

dependi~nte de l~ vJa de in6culo de la FC. asJ como de la fuente 

de anticuerpos y complemento (opsoninas) utilizada para opsoni:ar 

a la bacteria. 

e)• Se observ6 mayor capacidad bactericida lo• PMNs 

circulantes obtenidos de ratas con FC ip y en los PMNs extra

vascular•s de esponjas con FC, lo cual mejor6 adn mAs cu•ndo 

fuerot• entrentddo~ con bacteri•s opsonizadas con suero inmun•• 

f.> La administraci&r1 ip de FC seo asoc16 con menor crecimittnto 
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bact•riano al enfrentar los PMNs circulantes con Klebsiella 

pneumoni•e, mientras qu• los PMNs eMtra-vascular•s tuvieron mayor 

efecto ba~tericida cuando provenlan de las esponjas con FC· Estos 

r•sult•dos mejoraron tambi~n al opsonizar las bacterias con suero 

inmune· 

9). Al adicionar FC in. ~ se produjo un mayor efecto 

bactericida los PMNs circulantes de rata, pero no los 

•Xtra-vasculares. E•te efecto tambifn fue mejor cuando se utiliz6 

suero inmune de rata para opsonizar a la bacteria. 
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