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RESUMEN

El propbsito de este tratajo fud determinar el efecto de 1a
fosfatidilcolina (FCD, sobre las actividades quimiotActica,
fagocitica y bactericida de los leucocitos polimorfonucleares
CPMNsa, vasculares y extravasculares, provenientes de un madelo
animal. Se wutilizarén ratas Wistar adultas de ambos sexos
asignadas al azar en cuatro grupos, tratados de la siguiente
manera: grupo I désis dnica de FC en emulsidn,via intraperitoneal
Cipd, posteriormente se implantardn en el lomo de los animales
do0s espowjas de polivinilo impregnadas con solucidn balanceada
de fosfatos (SEF). El grupo Il fuéd -testigo del I, su tratamiento
fué stmilar al anterior, siendo el indculo ip de SBF. Para el
grupo  IIX las esponjas se impregunardn de FC, el grupo 1V fued
control del IIl y para este las esponjas se impregnardn con SBF,
& estos dos Altimos grupos no se les inoculd 1p. De los cuatro
grupos se ohtuvierdn, los PMNs extravasculares <de las esponjas,
los PMNs vasculares se obtuvierdn por el método ;e HBoyum a partir
de sangre periférica. Para medir la quimiotaxis (Gtx), ambos
tipos de <células se corrieron contra una mezcla de sueros de
ratas,activada con zZymosano—A b contra Solucidn Balanceada de
Hareke segin el método de EBoyden. Se obrservé mayor Gtx de los PMNs
provenientes de los aramales tratados con FC en contraste a los
de tratamiento con SEF, con significancia estadlstica (p = 0.005)
para la Nitx de PrINs cairculantes de tratamiento cone FC via ip y
(p = 0.002) para la Rty de PHNs extravasculares de tratamiewto

con FC en esponjas subcutdneas.



Por otra pavte se realizardn pruekas de opsonofagosistosis en

micraoplacas, utilizandose la cepa de HKlebsiella pneumoniae K-&,

la cudl se opsonizd con tres diferewtes fuemtes de opsoninas vy
posteriormente se enfrenmtd contra los PMNs previamente obtenians
de los catro grupos de animales- El efecto de la FC en estas
pruebas se evalud como el porcentaje de crecimiento bacteriama a
los &0 y 120 minutos de incubacidbn, también se probd el efecto de
la FC in yitro adiciornando el fosfollpido & la mezcla de
incubacidn.

los resultados mostrardn incremento en la capacidad
bactericida de los PPMNs dependiendo de la via de inoculacidn de
la FC ast coio de 1a fuente de opsonizacidn utilizada
presentandose mejor efecto hactericida de los PMNs
extravasculares, obtenidos de esponjas con FC y de loe PMNs
circulantes yprovenientes de bratamiente cown FC ip, en tanta que
el mejor efecto in vitro de la FC se observd sobre los PHMNs
circulantes, ern los tres casos havy una velacidn con el efecto del
suera hiperinmune empleado camo fuente de opsoninas. Ev hase a
los resunltados oktewnidos se presentd el efecto esperado, lo cuil
puede dar pauta a una futura aplicacién terapeditica coadyuvante

de la FC a pacientes con infecciones graves.
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INTRODUCCTIOQN ¢

Las infecciones bacterianas sistdmicas gue se manifiestan
como septicemia constituyen una de las primeras causas ' de

morbilidad y mortalidad en todos los hospitales del mundo [1]-

En los palses en vias de desarrollo. cemo México, la
desnutricién y las enfermedades infecto—-contagiosas sown problemas
de gran importamcia [2]. En pacientes hospitalizados, sokre todo
enn las unidades de terapia intensiva, se presentan con frecuencia
enfermedades graves que deterioran sus mecanismos de defensa vy
les hacen mAs susceptibles a las infecciories por microorganismas
intrahospitalarios, los cuales presentan caracteristicas de mayor
virulencia y factares de resistencia a los antimicrobianaos de

mayor uso [3-5].

Los principales agentes que causan infecciones nosocomiales
con septicemia son alyunas enterobacterias, en primer lugar

Escherichia coli v en segqundo Klebsiella pneumoniae. esta Rltima

es tambidn la bacteria mads frecuente en infecciovies respiratorias
intrahospitalarias {&,71. Las infeccianes por Klebsiella
pneumoniae afectan a pacientes con diversas problemas., incluyendo
enfermos inmurocomprometidos, lesionados por gquemaduras, enfermos
covn disfuncidn  pulmonar y de manera particular a los neonatos
s1. La mortalidad en pacientes con bacteremia o nmneumonia

por Klebsiella pneumoniae lleya a ser de 25% a SO% [(%,8].

Klebsiella pneumoniae posed una cdpsula formada de cadenas
repetitivas de unos pocos monosachridos [¥). El1 polisacdride

capsular  le confiere la capacidad de evadir la fagocitosis «wque



efectiian las ctlulas fagoclticas del hospedero durante la

respuesta inflamatoria a la infeccidn (10].

Los leucocitos polimorfanucleares (PMNs) son las células
fagociticas wue constituyen la primera linea de defensa cortra
infecciones kacterianas agudas y son las primeras en acumularvrse
en los sitios donde se producen veacciones inflamatorias
Cti, 12,131 Su fumcidn privcipal es fagocibtar v destruir a los
microorganismos infectantes, eventos que se relacionawn en forma
directa con la activacidn de su metakolismo celular oxidativo v
en menov proporcidn  con la pavticipacién de mecanismos

micrebicidas no oxidatives de los PMNs [13,147.

En las respuesstas de activacidn furncional de los PMNs . la
memhrana celular desempetia wi  papel fundamental en el
reconocimientao de antigenos Y opsoninas por receptores
esypeclficos, al sufrir modificaciones estructurales gue permiten
la emisién de seviales secundarias o mensajes hiogqulimicos gue son
tranemitidos al interior de la cé&lula y gue dan lugar a
respuesfas especiales, como la activacidn de los mecarnitsmos

microbicidas oxidativos v no oxidativas {1S].

La membrana celular estd constituleda principalmente por
fosfoltpidos que tienen efectos veguladores en la movilidad de la
membamana, en la exposivid&n de veceptores y en la capacidad de
activacién celular [167. E1 fosfollpido gque se encuenbtra en mayor
proporcidn  en la capa externa de la membrana celular es la
fosfatidil—-colina (FCHs en cambio, en la capa interna predominan

la fosfatidil~etanolamina v el Ffosfatidil-iresitel [15~173.



El colesterol es otro de los principales componentes de la
memkorana celular v junte con los fosfollipidos influve en 1la
regqulacidwn de las propiedades flsicas v funcionales de la
membrana. Las membyanas ricas en colesterol poseén menor fluidez,
lo cual afecta cievtas funciones celulares; por ejemplo, las
macréfagos enrigquecidos er colesterol muestran inhibkicién
significativa de la fagocitosis C1&). En cambiio. cuarndo se
adiciona FC o su metakolito liso—fosfatidileolima, &sumenta la

fagocitosis en macrédfagos y PMNs [1%,201.

En varios estudios experimentales se ha observado gque al
inocular FC por via intraperitoneal (ip) en animales, se logra

una mayor capacidad de depuracidn de bacterias 21

v de
particulas de caridén [23], as! como un incremento en la respuesta
de PMNs circulantes a la infeccitn aguda [21,22,24] y una mavor
sokrevida de los animales covn infeccidn bacteriana experimental
(2 ,25-273. Estos hallazgos suwyieren gque la aplicaciéw de FC

ypuede mejorar la actividad fagocltica en los PHNs v macrdfagos.

Es posihle que corn urna inveccidn ip se pueda lograr ana
adecuada kiodisponibilidad de FC exdgena [23] vy consecuentemente
una activacidn celnlar inespecifica o su eventual incorpovacidn
a las immemk~anas celulares de los Tagocitos (16,13,20]. La
finalidad de este trabajo s defivir la relacidn e esos
hallazyos con el efecto de la FC sohlre la funcidn guimiotactica,
la actividad fagocltica v la capacidad bactericida de los PMNs de

ratas Wistar adultas inoculadas con este fosfollpido-



ANTECEDENTESTS :

Las células fagoelticas, principalmerite PMNs vy macréfagos.,
acthan sobre los microorganismes y otras partlculas extrafas para
que sean destrufdos y removidos del tospedero. Los leucocitos
PMNs comnstituven la primera lilnea de defensa del organismo en
contra de las infecciones bacteriavas [11,12,29]. Estas cé&lulas
sorn producidas en la médula dsea ror proliferacidnr v
diferenciacidn de cdlulas precursaras gue descienden de un origen
celular pluripotencial. Los PMNs se desarrollan y maduran en la
secuencia de mielohlasto, promielocito. metamielocito., célula en
banda y PMN maduros son producides en gran ndmero y son las

primeras cdlulas en llegar a los sitios de inflamacién [JQ].

Los leucocitos PMNs se adhieren al endotelio wvascular
adyacente al lugar de la inflamacidn, tal accién estd&d mediada yor
productos bacterianos, toxinas o mediadores solubles que son
seciretados oy macrdfagos y diversos tipos de cllulas en
respuesta a diversos estimulos inflamatorios: estos mediadores se
uner a- receptores sohre la membrana celular de los PMNs,
modificarndo la disposicidn de microfilamentos y miofibrillas wgue
promueven su adhesidn al endotelio. Umna vez adheridos se induce
un proceso de vasodilatacidn por C a y C a, seguido de esto,los

- -
PriNs pueden pasar entre las unianesdde la: cdlulas endoteliales

hacia el evterior de loe vasos sarguineos, proceso denominado

didpedesis [30,31,32).

Despuds de atravesar la pared vascular, los PPrINs tienden a

acunularse en el sitio de inflamacidn, gracias a su capacidad de

d



desplazarse. E1 movimiento de los PMNs de manera multidiveccional

o al azar es denmominado quimiocinesis y cuando ese fendmewvio se

produce en forma wunidireccional o dirigida se le devnomina

quimiotaxis. La migracidbn dirigida de los PMNs es consecuencia de

un gradiente de concentracidn de sustancias quimicas denominadas

factores gquimiotacticos [30,32,33]. t.a locomocibdn leucocitaria

tiene un sistema de regulacidn quimictictica cuyos comtituyentes

se encuentran en el suero  humano. Ellos son: el fattor

inactivador gquimiotdctico. el factor inhibkidor celular dirigido vy

el factor activador de leucocinesis [33].

Los agentes quimiotAdcticos pueden ser naturales o sintéticos

y la fuente mds importante de factores gquimiotdactices in vive es

el sistema de complemento, del cual derivan el fragmento
CSa,

C3a
CS67 v el factor Ba {(fragmento derivado del factor B, que

resulta de la accién del factonr 07 Dtvos mediadores

quimiotacticos derivados del plasma incluyen al factor Hageman.

calicreina, activador del plasmindgeno vy productos derivados de

amthas vias del metabolisma del &cido araguidénico (AACY,[31,331.
De los productos del AARQ por la via de la lipoxigenasa, el

levcotrieno Bd (LTBY) es el principal agente gquimiotdctico v de

la via de la cicloxigenasa son gquimiotdcticos la yrostaglandina

El y las tromkoxanos. Tamhidn existen factores gquimiotdcticos que

son productos solubles derivados de linfocitos. monmocitos y PrNs,

333

Ciertos productos de tejidos, bacterias y virus contiener

enizimas capaces de romper C3 vy (5, con lo cual inducen la

S



produccidn de factores quimiotActicos derivados del complemento.
Enxisten agentes quimiotAdcticos exbgenos sintdéticos que pertenecen
a un grupo de oligopdptidos N-formilados de estructura andloga a
los factores quimiotdcticos hacterianos- Ecstos oligopéptidos,
como el N-formil—leucil-fenilalanina, son usados con frecuencia

en estudios experimentales de guimiotaxis [3IF,33,3ad.

Los agentes quimiot&cticos interaccionan cove receptores
leucocitarios, constituldos por  macromoliculas especificas
presentes en la superficie exterma de la membkyana celular
[15,35.36]J-Los  PMNs presentan receptores de baja v alta afinidad
para oligoplptidos quimiotdcticosg esos estados de afinidad son,
en parte, inter—~convertibles [35,36,373- De la interaccidn del
agente guimiotdctico v el receptor se dewriva una serie de eventos
bioquimicos celulares coordinados que incluyemn la activacién de
una esterasa, del metabolismo del AARQ y del ciclo de la hexosa-—
monafosfatos se produce flujo de iones de sodio, potasio Yy
calcio; se altera la polaridad de la membranas se incrementa la
capacidad de adherencia ¥y se presenta la migracidn gquimiotdctica,
seguida de la produccién de iones superdxido vy secrecidn del

contenido lisosomal de los PMNs [32.35,36,37,38] -

Los PMNs en movimientoe tienen caracteristicas morfolégicas
especlficas durante 1a emisidn  de seudépodos, cuyo horde
corduuctor estd libre de grdnulos, mientras gque el borde rezacado
0 wurdpode presenta delgadas fibrillas «que se adhieren al
sustrato. El bhorde conductor de los cseuddpodos se llena de

microfilamentos de actina que se extienderi como una fina capa



submembranosa alrededor de la célula v luego reaparecen como
haces densos en el urdpodo. Los microfilamentos proporcionan el
sostér; estructural de la célula, Jjurite con la proteina miosina,
que unida a la actina v a 1la gelsolina es capaz de cnntraers; v
proporcionar ast la fuerza dindmica para el desplazamiento
celul av. Tambhién hay micratdlulos gue forman parte del
citoesqueleto. el cual da consistencia a ita célula, pero no

interviene en su movilidad [30}3.

tLas dosis bajas de factores quimiot&cticos vy 1los receptoﬁes
de alta afinidad condicionan las funciones quimiotdcticas, con
polarizacidn direccional, rearmreglo del citoequeleto vy locomocidn
estimulada. En contraste, la interaccidn con receptores de baja
afinidad requiere de dosis 10 a SO veces mAs altas de los agentes
gquimiotdcticos para activar la secrecidn de enzimas lisosaomales e
inducir el mecanismo oxidative micvrobicida en los leucocitos PHMNs
{35,36,37].

La presentacién de receptores, la actividad enzimdtica y el
transporte de metakolitos estdn afectados por las rropiedades
dindmicas de la membrana, cuya organizacidn molecular consta de
una kicapa de fosfollipidos en la que se hallanm irnmersos el
colesterol vy diversos tipos de protelnas quimicamente activas.
Los fosfollpidos se encuentran distrihuldes asimétricamente en la
membirana, de manera que en la capa exterma hav principalmente
fosfatidilcolina y en la interna se encuentra mayor cantidad de

fosfatidiletamolamina [15.16.17].

tos fosfolipidos v el colesterol se encuentran en cantidades

aproximadamente iguales: los primevos proporcicnan a la cdlula un
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cAracter anfipdtico mediante la porcidn apolar o hidrofdhica de
sus dos cadenas de Acidos grasos y la porcidn polar o hidrofillica
Vde ure grupo cabeza constitutdo wpor un Adcido fosfatidico enlazado
a un residuo que puede ser colina. etanolamina, serivwa o inositol
f16}. Al ser metilados, los fosfoltpidos sufiren branslocqcicnes
que le dan a la bicapa memkranal la capacidad de moverse lateral
vy wverticalmente, dotando a la c#lula de uma matriz fluida. E1
colesterol, debido a su estructura guimica, proporciona cierta
rigidez y hacte a la membrarna menos flewible e incluso menos

prermeable [15,16,171.

La furcionalidad de las moléculas membranales de los PMNs es
indispensable para llevar a cako la fagocitosis, su funcidn
principal. La fagocitosis de los micvoorganismas ¥y ew general de
los agentes extratios al hospedero. se favorece cuando existe una
opsonizacidn previa de las partliculas, proceso gque las vuelve mis

susceptibles de ser reconocidas y fagocitadas [(30).

La opsonizacidn consiste en wun  recubrimiento de las
part!cufas o microorganismos por factores del suero ctonocidas
fomo opsoninas, que son anticuerpos y factores del complemento.
principalmente inmunoglobulinas IgG1l, 1gG3 v de clase TIgM, as?
como el factor CTb de complemento . Las opsoninas depositadas
sobre la superficie de las particulas son rveconocidas rpor

veceptores especificos de las células fagoclticas (2%,30).

Una ver opsonigada la particula a fagocitar, se inicia el
proceso de ingestidn por una extensidn citoplasmdtica alrededor

de la particula gue da lugar a la formacidn de wuna vacuola

a



fagocitica o fagosoma [30,37] - Despuds de la ingestidn, la
destruccién o muerte del ayente fagocitado es efectuada por 1las
células fagociticas, lo cual implica la activaciénm de Ssus

mecanismos oxidativo y no oxidative (30,34,371.

Cuando wun  microorganismo es fagocitado por wun  PMN, se
realiza la fusisn de girdnulos azurdfilos (también llamados
granulos primarios) vy especificos (también llamados ¢ranulos
secundarios), presentes ern el citoplasma del fagocito, estos
actdan como lisosomas fusionandose con el fagosoma para formar el
fagolisosoma 'y se libera el contenido enzimAtico de los granulos
azurdfilos (mielaperoxidasa, lisozima, elastasa, proteinasa 3, N-
acetil alfa-glucosamina, catepsina B, catepsina D, catepsina G,
heta-glucuronidasa, beta—~glicerofosfato, alfa— monosidasa Yy
protelnas catiénicas) y de los grdanulos especificos Clisozima,
coldgenasa, lactoferrina, protelina unida a vitamina BEI12,
fosfolipasa A2, histaminasa y citocvomo B). La accién altamente
microbicida de estas sustancias provoca la muerte del

microorganismo por un mecanismo no oxidativae [(35,39,40).

La eficacia de 1a actividad microbicida de los PHMNs
deperide en mayor parte de su metabolismo oxidativo, con la
formacién de productos altamente reactivos de oxtaenos iones

superdrxido @y, perdxido <de hidrégerno (H O 3., radicales
_z t z z
hidroxilo ¢(OH » y singletes de oxligerno ¢ O ). Estos productos de

-
2
reaccidn involucran un aumento en el consumo de oxlaena, enm el
flujo de wlucosa por la via de la hexosa-monofosfato v la emisién

de fotaomes (d41]. El fendmero del metakolismo oxidativo se imicia



con’ la . activacibn de un sistema de flavoenzimas asociadas &

membrana, conocido como NADPH-—-oxidasa. que cataliza la reduccidn

de (O > a idn superdxido (0—). usando al NADPH como donador de un
-

2 2
electrdn. Dos moléculas de superéxido se combinan en presencia de

la enzima superdnido-dismutasa para formar H O 30
2’)

La mieloperexidasa participa en este mecanismo onidative a
nivel de 1a vacuola fagocitica, donde en presencia de H @ vy de

haluros cataliza la reduccidn microbkicida {29,31]. El superdxido

que escapa de la vatuola fagocltica es reducido por el H Q
22

rapidamente mediante la superdxido-dismutasa . El H O
2
citoplasmdticae es destoxificado per las enzimas alutatian-—-

peroxidasa, glutation—-reductasa y catalasa . Tanto el sistema
NADPH-oxidasa. como los sistemas de glutation wageneran NADP+
durante su actividad . Este NADP+ es convertido de rnevo a NADPH

por la via de la hexosa—monofosfate [30,dt.d2].

Los PMNs son capaces de producir la muerte de diversos
microovganismos, entre ellos bacterias gram—positivas Y  gram-—
negativas, mediante los mecanismos microkicidas mencionados: sin
embargo, las bacterias erncapsuladas tienmer la capacidad de evadir
la fagocitosis [10]) y tienden & producir infecciones mads graves v
diftciles de eliminar gue las causadas por kacterias sin cadpsula.
Urio de los microorganismos encapsulados de mayor importancia
clinica es Klehsiella pneumonmiae, considerado come un patdgeno
oportunista, que [ 1] identifica con frecuencia coma causa de
infecciones nosecomiales con morkilidad v mortalidad altas [S-

3,437 -
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Klebsiella pneumoniae es un bacilo gram—-negativeo, de 1a

familia Enterobacteriaceas. Por sus propiedades hioquimicas se le

cansidera aerobio o anaerohio facultativo y presenta las
siguientes reacciones: .lactosa (+), Voges—Proskauer (+), wlucosa
+), manitol (+), indol (-=), citratos ¢(+), ornitina (), Acido
sulfhidrico ¢—). arabinosa (+), imosital (+), sacarosa (+), roio
de metileo (=), wureasa (+, lenta), gelatina (=), malonato (+) y

lisina ¢(+), (dd4]-.

Con base en estas propiedades bioqulmicas, Cowan y cols [97,

en 1960, propusieron cinco especies de Klebsiellar K. aerogenes,

K. edwardsii, K. pheumoniase, K. ozaenae y K. rhinoscleromatis. En
1974, Euchanan y Gibbons definieron tres especies: K

poeumoniae, K. ogzaemae y K. rhinoscleromatis. Finalmente, en 120

aislamientos de Klehsjiella y utilizando 99 pruebas biogufmicas,
Noemura y cols en 1979, concluyeron gque K. pneumoniae incluye a
las especies K. aerpagenes, K. edwardsii y K. neumoniae,

descritas previamente por Cowan,[?.d45].

La pared celular de Klehsjiella consta de tres capas? la

membrana citoplasmatica, una capa de peptidoglican que mantiene
la rigidez y da forma & la bacteria, y 1la membrana externa, qtie
estd campuesta par un  camplejo de lipopolisacarido (LPS),
fosfoltpidos v proteinas. E1l LPS constituye el antlgeno somdtico
o, conformado por tres regiones: la reyidn I es la mads externa v
estd formada por unidades repetitivas de oligosacdridos, la
parte intermedia o regidn II es un oligosacdride llamado CCRE,
yue expresa la antigenicidad F; la parte mds interna o regidn III

es el ltpido A. el cual ume por interaccidn hidrofdbica a las

11



lipoproteinas de la membrana celular externa de la kacteria.
Klebsiella se caracteriza por um polisacdride Lapsular
externo {PSC) de grosov variakle, el cual da un aspecto mucoide
brillante y <consistencia viscosa a las colonias crecidas en
placas de agar (9,45]. El1 PSC constituye el antlgenro K. un
determivante de gran importancia. en ctuva estructura primaria se

identifican unidades repetitivas de unos pocos manesacdridos [¥).

€1 efecto antifagocttico del PSC puede estar condiciaonado
poer su  carga electrostAdtica [10) o por interacciones compleja
entre 1la superficie celular de la bacteria vy la via alterna de
complemento. La interaccidn del PSC y 1a proteina H inhihidora
del complemento resulta en el deposito del complejo H-C3Ib, antes
de que se active C3bk B P en la superficie de la bacteria Y
blogyuea la amplificacién de la unisén de factores del complemento-
Este fendmena favovrece la resistencia del microovganismo a la
opsonizacibn y en ausencia de anticuerpos tampoco se activa 1la
via cldsica. lo cual disminuve efectivamente la *agacitnsis de la

bacteria [10].

A pesar de los mecanismos antifagoclticos de las bacterias
encapsutadas, se ha ohservado mejarfa de la respuesta fagocitica
de PMNHs v macr8fagos retadns con tales hacterias en presencia de
FC (1&,19]). Este fosfollpido se encuentra en forma natural en el
cerebro, tlgado, plasma vy otros tejidos v es up componente
principal de todas las membranas ctelulares de los animales
mamtferos [15,13,d6]. La interaccidn entre los fosfolipidos v el

colesteral influye sobre las propiedades fleicas y funcionales de



las membranas naturales v artificiales, dotdndolas de fluidez,

flexibilidad, resistencia v urna relativa permeakilidad a

moléculas muy polares [16,18]).

tas membranas ricas en colesterol poseé&n menor fluidez y los

macr&fagos enriquecidos con colesteral muestran una inhibicidr

significativa de la fagocitosis [1T)-. En cambio, al adicionar FC
o su metaboliteo lisofosfatidilcolina, se incrementa la actividad

de fagocitosis en los macréfagos y PMNs [20].

En modelos animales de infeccidn experimental, se ha

observade que al administrar FC por via intraperitoneal (ip), se
produce mejorta de la sobrevida hasta un 0% de los ratones

infectados <con wuna desis letal de Staphylocogccus aureuss sin

FC no tiene efecto microbicida in vitre contra la misma

embargo,

cepa de Staphwvlococcuts, por le cual se ha propuesto que la FC
actda como wun estimulante de la respuesta  fagocitica de
macr&fagos in wvivo [20]. En apoyo a esta hipétesis, se ha

reportado gque 1a FC induce un incremento en la depuracién de

partfculas de carb8n en ratones [22).

En ratas RN infectadas con estreptococos del grupo B, Santos
y cols {263 observaron tamhi@n un efecto protector con la
de FC- Estudios recientes de Mancilla v cols

NIH

admninistracidn ip
£231, reportan ura respuesta de neutrofilia en ratones

inoculados con FC ip. Esa respuesta fud mucho mds significativa

24 horas despuss de retar con una dosis letal media de Klehsiella

pneumaoniae a ratas Wistar adultas previamente tratadas con FC, en

conmtraste comm la respuesta leucocitaria habitual de ratas rio



tratadas (21.2d3.

Tanto en ratas adultas [21,2d) y en ratas RN [27] infectadas
con Klebsiella neumoniae, se ha observado mejoria en la
sobrevida de los animales con 1la administracidr ip de FC. Ademds,
se ha lograda produciv un efecto protector sindruice mediante la
admimistracidn de FC y suero de rata conteniendo anticuerpos
anticapsulares especlficos, mejorando aln mds el porcentaje de

sohrevida de ratas infectadas con Klehsiella pneumoniae [Z73- La

depur-acidn de bacterias tamkién fue mejor en los animales
tratados con FC, le «cual sugiere la posihiltidad de «gue 1las
cdlulas fagoctticas de las ratas inoculadas con FC  mejoran sus
actividad fagocltica y su capacidad bactericida ypor uwn mecanismo
de estimulacidp inespecifica o por modificaciowes directas e las

membianas celulares de los macrdfagos y PMNs [1&,47].

Err el presente trabajo se evaldan las modificaciones de 1la
capacidad funcional de PMNs circulantes, as! como la de PMNs
extra-vasculares. oktenidos ambas de ratas Uistar adul tas
tratadas con FC o con una solucidn inerte camo control. Se
estudi® el efecto de FC sohre la movilidad at azar de los PMNs
{qumiocinesis? y el movimiento dirigido {quimiotaxis). Para
evaluar la capacidad fagocltica y hactericida de 1os PhMNs, se

utilize Hlekbsiella pneumoniae opsonizada con tres tipos

diferentes de suero de rata-



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMAT

Las infecciones bacterianas contindan siendo una causa

elevada de morbilidad y mortalidad. En este %ipo de infecciones,
la primera Jlinea de defensa del hospedero son los PMNs, cuyas

funtianes pueden ser modificadas gor la gtilizacidn celular de la

FC exdgena. Este trabajo investiga el efecto de FC sobre ia
funcidn Juimiotdctica, 1a actividad fagocitica v la

bactericida de PHMMs de ratas.

capacidad
tanto a nivel sistémico como &
rivel local para conocer

la diferencia del efacto causada por FC.

La finalidad principai es lograr un conocimiento gque contyibuya a

astaklecer en el fature una aplicacidn clinica de

ta FC como
estimulante de la

respuesta fagoctitica e pacientes can

infeccianes bpacterianas graves.



OBJETIVQS S

1). Evaluar la actividad quimiocinetica y quimiotadctica de
PMNs intravasculares vy extravasculares de ratas Wistar adultas

tratadas con FC de manera sistémica (ip) o local (sc)-

2y . Evaluar la actividad fagocltica vy la capacidad
bactericida de PMNs circulantes vy extravasculares de ratas

adultas tratadas corn FC por via sistdmica o lacal.



HI POTESTIS: 3

Las actividades quimiotactica, faqocitica y bactericida de
lencocitos PMNs vasculares y extravasculares de ratas adultas
mejaran al administrar FC exdgena por via sistémica o local.a los

animales.



MATERIAL Y METODOS ¢

Para determinar el efecto de FC en las actividades
funcionales de leucocitos PPMMNs de ratas adultas se utilizarown las

pruebas de guimiotaxis y opsonofagocitosis-

ad. FOSFATIDILCAOLINA: Se utilizd una preparacidn de FC 95,
purificada de sova (SIGMA}Y, la cual se disolvid en cloroformo, se
dedd evaporar por 2d a 42 horas v se emstlsificd ean soluncidn
halarceada de fosfatas {SBFY a pH 7.2, baijio condicianres e

estricta esterilidad [23].

b« BACTERIA: Se utilizé urna cepa de Kileksiella pneumoniae de

serotipo capsular K-3, aislada de una epidemia de sepsis nepnatal
er el Centro Médico "La Raza" del Instituto Mexicano del Seqgutiro
Social y tipificada en 1a Escuela Nacional de Ciewcias Rioldgicas
del Instituto Politécnico Nacional. Para ajustar la bacteria se
hizo un cultivo mnocturno en caldo soya tripticasefina <(CST)Y a
37°C; despuds se semhrd una muestra de 1 ml en 10 ml de CST, uo
se incub8 a 37°C durante dos horas vy 30 minutos, para alcanzar la

fase de crecimiento logaritmico de la bacteria (477

El cultivo se centrifugd a 7.500 rpm (2,500 2G) durante 30
minutos v se lavd dos veces con SBF estéril a pH 7-2. Finalmente,
por wmefelometrla de McFarland [43] y espectrofotometrla a Sd0 rem
de lovgitud de onda (Coleman M—&/20) se ajustd la concentracidn
a lrelO6 FEC/ml . Las unidades formadovas de colanias (LUFCHY  se
verificaron mediante siembras en awar eosina azul de metileno
{EAMY, contando las UFC en las placas despuds e 1§ horas de

o
irncukacidn a 3I7 C.



c)e SUEROS: Suero Normal: De un grupo de 30 ratas Wistar adultas
de ambos sexos ., se extrajeron apvoximadamente Z ml «de sangre de
cada animal por medio de puncidn cardiaca., utilizando tomo
anticoagulante 13 1) de heparina por ml. Todas las muestras se
celectaren en un tuko, el cual se mantuve a una temperatura de
40C hasta la retracciédn del codgulo; se removid é&ste v el tubo se
centrifugd por 1S minutos & Z,.500 rpm (200 2G) en ura centrlfuga
refrigerada (Sorvall) a JOC- El suero se almacend a —20°C hasta

s utilizacibn.

Suero Normal Adsorbido: Todo el suero normal fue adsorbido con
Klebsiella prneumoniae HK-% imactivada previamente ypor calor a
121°C y a 1S5 likras de presidn por 15 minutos. La bacteria
inactivada. en una concentracidn de 1»109 WFC/ml, se mezcld en
una  proporcién de 1 ml por cada 3 ml de suero; se mantuvo en
aaitacidn suave y constante poer un lapso de Z horas a AD Cc, se
centrifugé a 7.900 rpm (2,500 %xGY durante 30 minutos y se obtuvo
el sokrenadante, el cual se filtrd con una membrana (Millipore?
con POTOSs de 0.d% micras (um) de didmetro-. thna parte de este

[}
surro fue almacenada a —20 C en allicuotas de 0.5 ml.

Suevo Adsorbido y Descomplementado?! Una parte del suero adsorkido
se calentd a una temperatura dJde 56°C durante IO minutes, a fin de
inactivar los factores de la via «cldsica v de la via alterna del
complementogsexceptuando Cx ' Cr- Tamhiédn se almacend en altcuotas

de 0.5 ml hasta suw utilizacidn.

Suerop Inmune: Se obtuvo de un yrupo de 20 ratas Wistar adultas



inactivada

inmunizadas previamente con Kletsiella pneuwamoniae
por calowr. Estos animales fueron inoculados por via iuhcuténea
¢sc? con 100 microlitros (ul) de una suspensidn de 1x10¢ UFC/ml .
se aplicaron refuerzos los dlas 3.7 v 14 y cuatro dids despuds se
cual

obtuvo sanugre por puncidn cardiaca v se separd el suero, el

a
se almacend en allcuotas de 0.5 il a -20 C hasta ser utilizado.

dY. ANIMALES? Se utilizaron ratac Wistar adultas de amkos sesos,
de & a £ semanas Je edad, con peso de 150 g a Z00 ¥ Y se
distribuyerow en cuatre grupos de 8 a 7 animales cada uno. A las
ratas del grupo I se les inoculd por viimtraperitorneal {(ip)d, une
emulsidn de FC en dosis Adnica de @00 mg por kg de peso vy 35 horas
despuds se les implantaron en el lomo, a nivel de 1a fascia
muscular, dos esponias de polivinilo (Unipoint Inc.) de 1 cm de
didmetro v 0.5 cm de espesor, con peso promedioc de 22 + 2 ng. Las
esponjas fueron imprearadas con 50O ul de SBF estlril a pH 7.2.
Los animales del grupo Il. gue sirvieron como testigo. fueron
imoculados por via ip con 1 ml de SBF a pH 7.2 y se les
implantaror las esponjas de la misma manera que al grupo T. Las
ratas de amkos wrupos fueron sacrificadas a las 54 horas de haber

sido inoculadas, es decir, 12 horas despuds de haber sido

implantadas las esponias, [d9]-.

A los animales del orupeo 111 se les colocaron ern el Jlomo dos
espronjas impregnadas con S my de FO v a las ratas del wgrupo Iv,
ccovisideradas como cowtrol del grupo 11X, se les colocavon dos
esponjas impregnadas cor 53¢ ul de SBF a pH 7.2. Los animales de
estos dos grupos no  fueron iroculados peor via ip v se

sacrificaron a las & horas de haberles implantado las esponjas.

Z0



es- LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES: De 1os cuatro gvrupos de
animales se obtuvieron PMNs circulantes de sangre wewif!rica_ v
los PMis extra-vasculares de las esponjas [49]. Los PMMs  intra—
vasculares se obtuvieron de sangre extralda de las ratas o
puncibdbn cardiacas se separaron por dradiertes de densidades de
centrifugacidn con ficoll-hypaque y sedimentaciédn con desttrdn,
seqgdn la t#cnica de Boyum [S0], los eritrocitos vemanentes se
lizaron con Solucidn salina estéril al 0.2% y al 1.6%2 en forma
alterma vy el botén de PMNs se resuspendid en solucidn balanceada
de Hank (SBH>. Los PMNs extra—-vasculares se obtuvierow de 1las
ecponjas de poliviwilo implantadas: cada esponja se colocden
tukos estAriles con 95 ml de SBH v se exprimid suwavemente hasta

remover el llguido con su contenido de PMNs [49].

L 2] EVALUACION CELULARS €l rendimiento de cédlulas PrNs  se
determind por cuentas en microscopio dptico (Zeiss) a ddx ew  una
camara de Neubauwer vy se ajustaron en SBEH & una concentracién de
ln106 PHMNe/m1 . ta viabilidad celular se determind por el
yporcentaie de PMMs que presentaron exclusisbn del colorante vital
azul  de  tripano al 0.3% en solucisdn NaCl 0.85% v la pureza se

oheervd utilizando solucidn de Turk.

gr- ENSAYD DE OQUIMIOTAXIG: Para esta prueba gse utilizdéd wuna
microcdmara de Hovden de 42 pozos (Neuroprobe) con membranas de
nitvocelulosa con poras de 3 wn de didmetro (Nucleopored. Los
PMNsS de sargre perifdyrica o de las esponjas se ajustaron a 2u106

pov ml de SEH. Comp agente quimiotdctico se utilazé una mezcla de

suero normal de rata activado con zymesano—A (Sigmal) v ypara medivr



la migraci8n al azar se utilizé SBH como atractante.

La camara de Boyden consta de dos compartimentos separados

por  un empargque de silicén: la parte inferior de la cdmara tiene
42 pozos de 3I.-18 mm de didmetro con capacidad de 40 ul vy en l1a
parte superior hay d& orificios de 70 ul de volumens las ddos

partes de la cadmara se unen y se fijar con seis tornillos.

Para 1llevar a cako el ensayo se ajustd el volumen de una

micropipeta. de manera gque al llenar los pozos se formase ure
pequeflo mernisco rositivog el volumewn mecesario fue de
apro:ximadamente d0 ul. En la parte inferior de la cAmara se
colacdh el agente gquimiotdctico (suero de rata actiwvado?} o el
control (SEH> , después se colord la membrana de rwitrocelulosa
humedecida en solucidn de Gey balanceada con hepes y adicionada
con alkdmina al 1% (NaCl 133 mM, KCl 4.3 mM, PgCl 1.3 apM, CaCl
1.5 mM, Hepes 10 mM, dextrosa Q.1 % y albdmina al 1%>; se calocd
el empaque vy la parte superior de la cdmara v se ajustaron los
tornillos. Los pozos superiores fuerorn llenados con 70 ul de la
suspensidn de PMNs ajustada en SRH a 2x106 wpor ml v se¢ lncukd la
cdmara a 37°C durante 60 minutos; wuma verz trarnscurride ese
tiempo, la cdmara se invirtid para eliminar el volumewn residual
de los pozos superiores v se retird la membrana. la cual se fii®

con  etanol--agua 131 v se tifd para hacer las lecturas de la
migracidn celular.
Tincidns Después de haber fijado la membrama se lavd cor agua

caliente durante 10 minutos, se pasd a ura cxia de  Petri con

hematoxilina y se deid teWir durante = minutos- La membrana se

I
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lavé nuevamente con agua caliente durante 10 minutos.

Decoloracidn: Despuds de la tincidn. 1la membrana se pasd a una
caja de Petvi con HCl al O.5% por espacio de 10 a 315 segundos.
despuds se pasd por etanol durante 10 a 1S segundos mads. Se

efectud otro lavado en agua caliente por 10 minutos-

tincidn de contraste: ©E coloco la membrana en otra caja de
Petwvi con cromatrope 3R al 2%. se dejd tefir duvante 30 minutos v

enseyuida se lawvdé por 5 minutos en agua caliente.

Deshidratacidnt Una vez tewida, se procedid a deshidratar 1a
membrana ., rasaAndola sucesivamente por etanol Jdurante I minutos.
propanal 3 minutos, propanol-xilel 1:L por 3 minutos vy xilel 3
minutos. Finalmente, la membrana se colocd en un porta-objetos
con vesina histoldgica (Sigmad, con la cara gue contiene las

células hacia akajo y se cubriéd cuidadosamente con un  cubre—

objetos, evitando la formacidm de burbujas-

Lectura: Se realird ceqgin el método de Zygmound vy Hirsch [S11.,
midiendo 1la distancia del punto «dande se observd 1a mavyor
cantidad de células. hasta donde hukiercrn al menos cinco PMNs.
tas lecturas de cada muestra fueron por  triplicado. utilizando
para medir la distancia de miavacidbn el tormillo micrombtrico de
urn microgscopio aptice (Zeiss) a dO¢ v se reportd el promedio de

los valares en micras.

h)- ENSAYO DE OPSONOFAGOCITOSIS:

Opsonizacidn: Un volumen de 0.1 ml de HKleksiella pneumoniae
k]

ajustada ew SRBF a 1x1 UFC/mi, se opzonizd con O-9 ml du. pY-13
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sueros immune, adsorbido y descomplementadeo. respectivamente- Las
a

tres diferentes mezclas se incubaron powr 30 minutos a F7 C.

mantenidndolas en agitacidn suave y constante. Las bacterias va

opsonizadas se ajustaron en SBF a una concentwacidn  final de
3

%10 UFG/ml.

Fagocitosist Se utilizaron microplacas de 96 ypozos- de fonrdo
cdncavo ¢(Microtiter Dymatech): en cada pozo se colocaronm SO ul de
PMNs intra- o extra—-vasculares (0.5N105) v la ba:te%ia opsanizada
con  tada une de los tres sueros ajustada a lxloh seghn las UFGC
obtenidas en un cultiveo de control en placas de agar EAM  (UFC
irnicialy, con la finalidad de estaklecer una relacidn
PMNzbacteria de 1:2, finalmente, se adiciond SBH hasta completar
upy volumen de 100 ml par pozo [(S2). La micreplaca. con todas las
muestiras por triplicade., se incubdéd a 37°C en agitacidn contlnua y
a los &0 y 120 minutas se tomaron muestras de 10 ul de cada pozo,
diluyeron en 90 ul de agua destilada estervil, se homogeinizaron
por agitacidw viworssa con urn wvdrtex (Super—Mixer) v se sembravraon
10 ul en placas de EAM. Despuds de incubar a 37uC durante 13
tovras, se contaron las UWFC en placa (UFC final), para reportar el
porcentaje de crecimiento bacteriano por yozo wutilizando la
siguiente f&rmula, {53].

% de crecimiento bacteriano = (UFC inicial / UFC final) x 100.

id- ANALISIS ESTADISTICO: Fara definiv lac diferencias entre los
diversos grupos en  les ensavos de wuimjotaxis. se  aplicd 'la
Frueba t de Student [S4] y para analizar los resultados de los
ensayos de opsonofagocitosis se utilizd la prueba 11 de Marim—

Whitnrey (57].
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RESULTADODS

SUEROS: Erv los tres tipos de suevos utilizados se determinaron

los tituloc de anticuerpos IgG especl?ficos contra €l polisacArido

capsular de Hleksiella yprneumoniae -8 mediante el método de

ELISA. Los resultados de ahsorhancia por espectrofotometyia a 430
wn  fuerons ay swero adsorhido = QO3 hY suero adsorkido v

115 ¢) suero inmune & 0.1195.

descomplementado =

PHNS 3 Las procedimientos de abrtencidn de PHis circulantes . vy
&
extra-vacsculares mastraron cendimientos promedio de d.3Tex10

ctlulas por ml de sangee periférica v 1.16210 células por ml del

1iquido removido de l1as esponjas. La pureza de las células

covrespondid a un ¥3.77% ade PriNs er las muestras abterridas de

sangre periférica vy tratadas yor el mdétodo de Hoyum £sal, en

tanto que el 5. de las c*lulas ohbtenidas de las esponjas
fueron PMHs. " La viakilidad promedio fue de 97.35% en  los PHNs

civculantes y de 93

en los PMMs extra-vasculares

QUIMIOTAXIS: En los emnsayos de migracidn celular de los PMNs se
evalug la guimiotirnesis en los aspectos de migracién &l azanr,
migracidn dirigida v la guimiotaxis como fndice de la diferencia
entre la migracidn dirigida v la migracidn al azar- Los

resultadaos se muestran en los Cuadroes 1 v Z y en las Fig- 1 a €.

En lae Fim. 1 se puede apreciar gue la iniaracidn al azar de
los PMMs circulantes v de los PMNs ecxtra-vasculares fue mavar  2n
las vatas inociladas con SEF pov via ip (grupoe 115, err contraste
core  las inoculadas  ¢cown FC  (grupo Iy. Estos resultados se

presantan como premedios en el Cuadro L. Evi cambio. tanto en los




PtiNs circulantes como en los PMNs extra-vasculares., se observe

una mayor migracidn al azar cuando se administrdé FC de manera
local Cgrupo IIIY. a diferewcia de lo ohservado conm los PMNs de

las ratas del grupo IV. Fig. 2.

La administracidn de SBF por via ip (grupo IIY o de FG en
las espondas (qrupo III) tuvieron unm efecto de mayor .capacidad
migratoria en los PMNs esxtra—vasculares, comparada con la
migracidn de los PMNs de sanare periférica. Cuando los PHMNs
extra~vasculares fueraor obtenidos de las ratas del grupo II1I, se

observd un incremento de 1a migracidn al azar, de 7.5 um a d4%.4d

um, con una diferencia significativa (p = 0.00d41)>. Cuadro .
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QUIMIOCINESIS YV GQUIMIOTAXIS DE POLIMORFONUCLEARES DE RATAS
WISTAR TRATADAS CON FOSFATIDILCOLINA (FCH O CON SOLUCION
BALANCEADA DE FOSFATOS (SBF)Y POR VIA INTRAPERITONEAL .

MIGRACION <um

PN AL AZAR DIRIGIDA DIRIGIDA-AZAR
* SBF FC SBF FC SBF FC

n: d a4 d d a <
CIRCULANTES Xz do.2 30.2 122.a4 153.3 73.2 123.2
(SANGRE DE: 27.5 16.6 3.9 1.z 32.1 16.5
PERIFERICA)Y

EEs 1G.9 G.& 19.& 12.4 165 T8

nk a4 a a -3 a )
EXTRAVASCULARES R 70.% 3@.d 113.8  102.2 4z &3.7
(ESPONJIAS DE: 5.0 19.0 3I3.2 18.2 I9.9 35.8
SUBCUTANEASY

EEs  220.2 10.9 2Z.0 27.8 230 21-2
n = ndmer-o de muestras ¥ = media aritmética DE = desviacién
estAndar €EE = evvor estiAndar.
- = tratamiento de los animales con: FC & SBF utilizada como

contiraol.
at p = 0.05 significancia estadistica.

CUADRG 1



QUIMIOCINESIS Y GQUIMIOTAXIS DE POLIMORFONUCLEARES DE RATAS WISTAR
TRATADAS CON FOSFATIDILCOLINA (FC) O CON SOLUCION BALANCEADA DE
FOSFATOS (¢SBF) EN ESPONJAS SUBCULTANEAS

MIGRACIUON dum)

AL AZAR DIRIGIDA DIRIGIDA-AZAR
PMNs
* SBF FC SBF FC SBF FC
n: oo 4 q 4 o a4
CIRCULANTES -
X3 19.7 IO« & 751 S5.6 S5.3 29.7
{SANGRE
PERIFERICA) DE: 13-4 13.7 J0.a 20.1 29.3 22-9
EE: 7.7 7.9 17.8 11.6 17-0 13.0
nt 4 4 d a4 < d
EXTRAVASCULARES X: 7.5 d?-da 163 1ad.9 > ] 95.6%
(ESPONJA DE: d.& 15.4 6.3 168 4.0 12.1
SUBCUTANEA)>
EE: Z.& 8.9 3.7 9.7 2-3 10.4
n = ndmevro de muestras X = media artmética DE = desviaciédn

estadndar EE = error estandar.

# = tratamiento de los animales, con: FC 8 con SBF utilizada como
conitrol.

as p o= 0.0041, b p = Q.0001, cs o= 0.0002, significancias
estadlisticas.

CUADRO 2
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160

MIGRACION EN w (X EE)
N £ 888 8 B

TRATAMIENTO POR
VIA INTRAPERITONEAL

Prs CIRCHLANTES PMNs EXTRAVASCULARES
Fig. 1 sr [
rc P
1) p=  0.0041

TRATAMIENTO LOCAL
ESPONJA SUBCUTANEA,

Fige 1 y 2.
RATAS WISTAR

PMis CIRCULANTES PMNs EXTRAVASCIRARES
Fig. 2

MIGRACION AL AZAR DE POLIMORFONUCELARES (PMNs) DE
TRATADAS CON FOSFATIDILCOLINA (FC)> O SOLUCION
BALANCEADA DE FOSFATOS (SBF).
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En las Fig. I y 4 se presentan los resultados de la

migracidn dirigida de PMNs hacia un guimioatractante constituldo
por suerc normal de rata activado con zymasano-—-A. Los promedics
obtenidoas son  mayores que los de la migracién al azar,

observandose en la Fige I que la FC administrada por via ip
(grupo I) indujo un mayor efecto migratorio emn los PMNs de sangre
periférica gee en los extra-vascularess en cambio, los PMNs

extra~vasculares de las ratas del grupo I1 migraron mas gue los

PMNs circulantes.

En la Fig. 5] se puede apreciar un gran aumento en la
migracidn dirigida dJde los PMNs extra-vasculares (p = 0.0001),
cuyos promedios se presentan en el Cuadro 2. Este incremento en
la migracién de PMNs extra-vasculares fue mayor en el grupo IIr

que en el grupo IV; en camkio, la wmigracién de 1los PMNs

circulantes fue menor en el grupo III gque en el grupo IV.

En las Fige 5 v & se muestran las diferencias entre la

migracién dirigida y la& migracién al azar. El1 mavor efecto sobhre

la migracidn quimiotActica de los PMMs civrculantes se presentd en
el grupo I, en contraste con el grupa II ¢(p = 0.005%: los valores
correspondientes se muestran en el <Cuadro 1. La «guimiotaxis
también fue mejor en los PMNs extra—-vasculares del arupo IIT gue

en los del grupo IV (p = Q.0002). Cuadro 2.
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CON SOLUCION BALANCEADA DE FOSFATOS (SBF).
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BALANCEADA DE FOSFATOS (SBF).



OPSONOFAGOCITOSISt Se observaron diferencias en el desarrollo de
Klebsjiella pneumoniae enfrentada con PMNs de rata, segdn la via
de indculo empleada para administrar FC o SBF. En general, hubo
mernor crecimiento bacteriano cuando se usaron PMNs circulantes de
las ratas de los grupos I y II o PMNs extra—vasculares de las
animales de los grupos III y IV- El crecimiento de la bacteria
también fue menor cuando se wutilizd como fuente de op;oninas al

suero inmune de rata.

En las Fige 7 yv 8 se presenta el crecimiento de Klebsiella
pheumonisae a los 60 y a los 120 minutos de haber sido enfrentada
con PMNs de los grupos testigo II y IV. S8lo se observaron
diferencias significativas cuando se wutilizaron PMNs extra-~
vascularess el crecimiento bacteriano generalmente fue menor en
el grupe II vy cuando se utilizdéd suerc inmune como fuente de

opsoninas. Estos resultados se muestran en los Cuadros 3 y 4.
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CRECIMIENTO DE Klebsiella pneumoniae K-8 OPSONIZADA Y ENFRENTADA
CON POLIMORFONUCLEARES DE RATAS WISTAR ADULTAS TRATADAS CON
SOLUCION DE FOSFATOS POR VIA INTRAPERITONEAL.

CRECIMIENTO BACTERIANO (% UFCO

OPSONIZACION SUERDO SIN SUERD SIIERO
COMPLEMENTO ADSORBIDO INMUNE
PMNs
INCUBACICGN: &0Q° 1207 &0 120 &0 120
nt & & 6 & & -]
CIRCULANTES Xt 91.0 134.2 80.8 111.2 70.9 4.5
(SANGRE DE: &4.4 103.2 S3.1 1.1 39.a4 69.6
PERIFERICA)
EE: 28.6 4641 23.3 40.7 17.6 31.1
n: & & & & & &
EXTRAVASCULARES X1107.3 122.2 87-4 9d.a 71.4 80.8
CESPONIA DE: &6.8® 62.5 39.6 &5.7 34.0 S3.6
SUBCUTANEA)
EE: 29.9 27.9 17.7 29.d 15.2 3.9
n = namero de muestras X = media aritmética DE =  desviacién
estandar EE = error estAndar.
CUADRO 3

3¢



CRECIMIENTC DE Klebsjiella pneumoniae K-8 OPSONIZADA Y ENFRENTADA
CON POLIMORFONUCLEARES DE FRATAS WISTAR ADULTAS TRATADAS CON
B8OLUCICN BALANCEADA DE FOSFATOS EN ESPONJAS SUBCLITANEAS .

CRECIMIENTO BACTERIAND (% UFC)

QPSONIZACION SUERND SIN SUERD SUERQ
PMNs COMPLEMENTO ADSOREIDO INMUNE
INCLIBACION 60" 120 60 1201 [ Y] 120"
nt 7 7 7 7 7 7
CiRCULANTES X1 17641 2235.8 180.6 235.35 145.5 17d.1
(SANGRE DE: 142-.1 215.2 72.0 182.0 Ie.1 94.3
PERIFERICAY
EE: 58.0 87.8 29.4 743 26.0 2.2
nt 7 7 7 7 7 7
EXTRAVASCULARES Xt 1a8.5 1796 180.3 1721 179.6 160-5
CESPONJA DE: 100.6 13d.2 77.1 763 108.0 71.5
SUBCUTANEA)Y
EE: 411 S54.2 3t1.5 I1.1 ag.3 32.0
= ndmero de muestras X = media aritmatica DE = desviaciédn
estadndar EE = arror estdndar.

CUADRQ 4



CRECIMIENTO BACTERIANO (Z UFC: Xt EE)

300 & 10 [
SC
)
400 p= 0,037
3) b= 0017
Nl
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: Jl%
SUERD SIN
SUB?O e XDO COMPLEMENTO ADSORBIDO HM.NE
l , 1 L . )
PMNs CIRCULANTES PMNs EXTRAVASCULARES

(SANGRE  PERIFERICA) (ESPONJA  SUBCUTANEA)

Fig. 7, CRECIMIENTO DE Klebsiella prneumonjae K-8 OPSONIZADA CON

TRES DIFERENTES FUENTES Y ENFRENTADA POR 60 MINUTOS CON

POLIMORFONUCLEARES DE RATAS WISTAR TRATADAS CON SOLUCION
BALANCEADA DE FOSFATOS-.
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CRECIMIENTO BACTERIANO (Z UFC: X

500 ' seF p ]

SBF sc
(Espordn) 72
40
1) p=0.01
2) p=0.047
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| J | |
r Yo
PMNs CIRCULANTES PIMs EXTRAVASCULARES
(SANGRE  PERIFERICA) (ESPONJA  SUBCUTAMEA)

Fig. 9,CRECIMIENTO DE Klebsiella pneumoniae IK<~8 OPSONIZADA CON

TRES DIFERENTES FUENTES Y ENFRENTADA POR 120 MINUTOS CON

POL IMORFONUCLEARES DE RATAS WISTAR TRATADAS CON SOLUCION
* BALANCEADA DE FOGFATOS.
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Las diferencias de crecimiento bacteriano cuando se retarow
PMNs de los grupos con FC I vy III se pueden apreciar en las Fige
9 y 10. Cuando se utilizaron PMNs circulantes del grupo I hubo
menar crecimiento de Klebsiella pneumoniae, en comparacién ;:un
los5 PMNs circulantes del grupoc III. Al retar a los PMNs extra-
vasculares se observé menor desarrallo bacteriang cuando
provernfan del grupo III, sobre todo si la bacteria se opsonizé
con suero inmune de rata. Las diferencias fueron significativas

cuando se opsonizd a la kacteria con suero adserbido o con sueras

inmune, como se puede observar en los Cuadros 5 vy &.

La opsonizacidn de Klebsiella pneumonjae con sueroc inmune se
asocid a mernor crecimiento bacteriano cuando se utilizaron PMNs
extra~vasculares de 1los grupos I v III: sin embargo, estos

resultados no llegaron a ser estadisticamente significativos.
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CRECIMIENTC DE Klebsiella pneumoniae K-8 OPSONIZADA Y ENFRENTADA

CON  POLIMORFONUCLEARES DE

RATAS WISTAR ADULTAS
FOSFATIDILCOLINA POR VIA INTRAPERITONEAL-

TRATADAS CON

BACTERIANG (% UFC)

CRECIMIENTD
OPSONIZACION SUERD SIN SUERQ SLIERQ
PMNs COMPLEMENTO ADSORBIDO INMLUINE
INCUEACION &o° 120" &0° 120° o 1207
nt 6 6 I3 e & &
CIRCLILANTES X: 59.1 §3.3 56.0 45.0 42.2 43.d4
(SANGRE DE: 27.4 &9.4 24.9 a1.7 Iz.8 3I7.3
PERIFERICA)
EE? 12.2 31.0 11.1 18- 6 1d.7 16.7
nt & & & & [ &
CIERCULANTES X: e7.0 71.2 59.7 SS.a Sd.0  d8.0
CESPONJA DE: 31.1 57.7 23.0 52.& 36.0  S0.0
SUBCUTANEA )
EEz 13.9 25.8 10.3 23.6 1&.1 22.4

n = ndmeroc de muestras
estdndar EE = error estdndar.

CUADROQ
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CRECIMIENTO DE Klebsiella pneumoniae K-3 OPSONMIZADA Y ENFRENTADA
CON  POLIMORFONUCLEARES DE RATAS WISTAR ADULTAS TRATADAS CON

FOSFATIDILCOLINA EN ESPONJAS SUBCUTANEAS-

CRECIMIENTD BACTERIANC (% UFC»

OPSONIZACION SUERU SIN SUERDO SIIERD
COMPLEMENTQ ADSOREBIDO INMUNE
PHMNS
INCUBAGION 60! 120" &0 1207 60" 120
nt 5 S & & S5 S
CIRCULANTES X1 289.7 Fle-a 290 J1Q0.-6 28&8.4 336-1
{SANGRE nE: 276.6 247.9 24d.7 232.8 258.2 237.2
PERIFERICA)
£E: 138.3 123.9 109.4 10d4.1 129.1 116.6
nt S 5 S ) 5] S
EXTRAVASCULARES ¥: 124.7 171.0 124.8 166.8 8%.1 117.0
¢ESPONIA RE:  d42.9 76.5 38.¢ 79-1 33.6 SE-2
SUBCUTANEA)
EE: 21.2 I8.2 170 4.9 15.0 260
rn = ndmero de muestras X = media aritmética DE = desviacién
estAndar EE = errar estAndar.

CUADRO &
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CRECIMIENTO BACTERIAND (% UFC: X* EE)

8

rc 1» I
FC sc
(esFonia) T

&

8

SUERD S SUERD SUERO SUERO SIN  SUERO SUERO
(D"PLEENTO ADSORBIDO  INMINE COPLEMENTO ADSORBIDO  INMUNE
L I L )

Sms CERCULANTES PMNs EXTRAVASCULARES

( RE  PERIFERICA) (ESPONJA  SUBCUTANEA)

Fig: 9, CRECIMIENTO DE Klebziella pneumpnisg K-8 OPSONIZADA CON
TRES DIFERENTES FUENTES Y ENFRENTADA POR 60 MINUTOS CoN
FOL IMORFONUCLEARES DE RATAS WISTAR TRATADAS CON FOSFATIDILCOLINA.



CRECIMIENTO BACTERIANO (X UFC: Xt EE}

SUERD SIN ~ SUERO SUERD SUERO SIN SUERO SUERO
COMPLEMENTO  ADSORBIDO INMUNE COMPLEMENTO  ADSORBIDO TNMUNE
| ) I L ) I
PMNs CIRCULANTES PtNs EXTRAVASCULARES
(SANGRE  PERIFERICA) (ESPON.JA  SUBCUTANEA)

Fig. 10, CRECIMIENTO DE Klebsiella preumonjas K-8 OPSONIZADA CON
TRES DIFERENTES FUENTES ¥ ENFRENTADA POR 120 MINUTOS CON
FOLIMORFONUCLEARES DE RATAS WISTAR TRATADAS CON FOSFATIDILCOLINA.
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En la Fige. 11 se presenta el crecimiento de Klebsieglla
DeUMO a los 60 minutos de incubacidn con PMNs de los grupos
1 v 1IX, observindose un mayor efecto bactericida en 1los PMNs
circulantes vy en los extra-vasculares del grupo I, aungue las
diferencias no llegaron a ser estadlisticamente significativas. El
menor crecimiento bacterianc se observd despuds de haber
opsaonizado a 1la bacteria con suero inmune. El crecimiento
bacteriano a los 120 minutos tuvoe el mismo patrén de
comportamiento (Fig. 12), con los porcentajes gque se yueden ver

en los Cuadros d v S.

£n las Fig. 13 vy 14 se presentan los porcentajes de
crecimiento de la bacteria enfrentada por 60 y 120 minutos con
PMNs de 1los grupos 1II y IV. El mayor efecto bactericida se
abservd con los PMNs circulantes del grupo IV y con 1los PMNs
extra-vasculares del grupo III, con una diferencia significativa
cuando la bacteria fue opsonizada con suero inmune. La Fig. 14
muestra menor crecimiento bacteriano al enfrentar los PMNs extra-
vasculares de los grupos 11 y IV, siendo adn menor en el grupo

I1I. Cuadros 3 vy 4.



CRECEMIENTO BACTERIANO (% UFC: Xt EE)

SUERO SIN SUERD SUER( SIN SUERO SUERO
COMPLEMENTO ADSORBIEO ININE COMPLEMENTO  ADSORBIDO INFLNE
I ) I 3 |
PMis CIRCULANTES PI“Ns EXTRAVASCULARES
(SANGRE  PERIFERICA) (ESPONJA  SUBCUTANEA)

Fig. 11y CRECIMIENTO DE Klebsiella pneumoniae K-& QOPSONIZADA CON
TRES DIFERENTES FUENTES Y ENFRENTADA POR 60 MINUTOS CON

POL IMORFONUCLEARES DE RATAS WISTAR INCCULADA POR VIA
INTRAPERITONEAL, - CON FOSFATIDILCOLINA O SOLUCION BALANCEADA DE
FOSFATOS
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CRECIMIENTO BACTERIANO (% UFC
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Fig. 12, CRECIMIENTQ #lebsjella pneumoniae K-& OPSONISADA CON
TRES DIFERENTES FUENTES VY ENFRENTADA POR 120 MINUTOS CON

POL IMORFONUCLE ARES DE RATAS WISTAR INOCULADAS POR VIA
INTRAPERITONEAL, CON FOSFATIDILCOLINA O SOLUCION BALANCEADA DE
FOSFATOS .
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Flg- 313, CRECIMIENTO DE Kilebsiella pneumgnise K-S OPSONIZADA CON
TRES DIFERENTES FUENTES Y ENFRENTADA POR 60 MINUTOS CON

POL TMORFONUCLEARES DE

RATAS WISTAR CON TRATAMIENTO CLOCAL, CON

FOSFTIDILCOLINA O SOLUCION BALANCEADA DE FOSFATOS.
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CRECIMIENTO BACTERIANO (Z UFC: X* EE)

500 SBF s¢ |
(esponu (1
FC sc
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400
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SUERQ SIN SUERO SIN  SUERO
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(SANGRE~ PERTFERICA) (ESPORUA  SUBCUITANER)

Fig- 14, CRECIMIENTO DE Klebsiella pneumoniae K-8 OPSONIZADA CON

TRES DIFERENTES FUENTES Y ENFRENTADA POR 120 MINUTOS CON

POL IMORFONUCLEARES DE RATAS WISTAR CON TRATAMIENTC LOCAL. CON
FOSFATIDILCOLINA O SOLUCION BALANCEADA DE FOSFATOS.




€l crecimiento de Klebsiella pneumgniae enfrentada con PiMNs
extra-vasculares del grupo IV o con PMNs circulantes obtenidos de
ratas sin ningdn tratamiento previo, disminuyd al adicionar FC al
ensayo in vitro (Fig. 15 vy 16). Esta diferencia en la cavac{dad

bactericida de los PMNs con FC adiciomnada in yitro fue

estadisticamente significativo cuando la bacteria se opsonizd con

suero inmune.

Er general, se presentd un mejor efecto jin yvitro de la FC
sobre los PMNs circulantes en comparacidn a 1los PMNs extra-
vasculares, tanto a los 60 como & los 120 minutos de incubacidn
con la bacteria, aumentando el efecto cuando la bacteria habla

sido opsonizada con suero inmune. Cuadros I y 7.
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CRECIMIENTC DE Klebsiella pneumoniae K-8 OPSONIZADA Y ENFRENTADA
EN PRESENCIA DE

CON POLIMORFONUCLEARES DE RATAS WISTAR ADULTAS,

FOSFATIDILCOLINA

in vitro.

CRECIMIENTO BACTERIANQ (% UFC)

OPSONIZACION SUERO SIN SUERQ
PrHNs COMPLEMENTO ADSORBIDQ INMUNE
INCUBACION 60" 120" 60" 120" 60" 120°
nt 7 7 7 7 7 7
CIRCULANTES Xt 182.2 218.1 165.3 143.4 102.6 136.3
{S8ANGRE DEs 117.3 292.0 105.3 88.2 8d4.3 103.5
PERIFERICAD
EE? 47.9 119.2 42-9 J6-0 I7.7 46.3
nt 7 7 7 7 7 7
EXTRAVASCULARES X: 1ms.8 219.9 178.6 189.5 129.4 1635.3
(ESFONJA DE: 178.9 169.9 116.6 F3.3 6d.2 &0.7
SUBCUTANEA)
EE: 73.0 £9.4 481 7.2 28.7 271

n = ndmero de muestras

X = media aritmética

estAndar EE = error estdndar.

CUADRO 7
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Fig. 15, CRECIMIENTO DE Klebsieclla pneumoniae K-8 OPSONIZADA CON

TRES DIFERENTES FUENTEE Y ENFRENTADA POR 60 MINUTQS CON

POLIMORFONUCLARES DE RATAS WISTAR EN PRESENCIA DE
FOSFATIDILCOLINA O SOLUCION BALANCEADA DE HANK.
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Fig- 16, CRECIMIENTO DE Klebsjella pneumonjae K-8 OPSONIZADA CON

TRES DIFERENTES FUENTES Y ENFRENTADA POR 120 MINUTOS CON

POL IMORFONUCLEARES DE RATAS WISTAR EN PRESENCIA DE
FOSFATIDILCOLINA O SCLUCION BALANCEADA DE HANK.



DI SCUS IONT

La susceptibilidad del haspedero a las infecciones por
bacterias encapsuladas, como Klebsiella prieumoniae, se incrementa
ante la resistencia de estos microorganismaos a los
antimicrobianos comunes , en especial cuando se -trata de
intecciones intrahospitalarias [S-8]. La capacidad fagoecltica de
los PMNs -tnterviene como un factor fundamental en la respuesta
inflamatoria aguda a este tipo de infecciones bacterianas

11,123«

Algunos estudios han sugerido que FC puede mejorar 1la
fagocitosis de PMNs y macr8fagos [19,20] y al utilizar FC en

ratones infectados con Sthapwlococcus aureus, se ha observadoe un

efecto protector 18], 1o cual ha sido reportado también en vatas
RN con sepsis exuperimental por astreptococo del grupo B, tipo III
[26]1. En ratas adultas [Z21-27] y en ratas RN [56] se ha logrado

mejorar la sobrevida a la infeccidn por Klebsiella pneumaoniae al

administrar por via ip FC (300 mg/kg) [21,23].

En este estudio hemos evaluado 1la actividad de PMNs
circulantes y extra—-vasculares de ratas adultas tratadas por via
sistémica o local con FC. Estudios preliminares de Mancilla vy
cols [24] ya han sugerido que la FC mejora la capacidad fagoctitica
de los PMNs de ratas adultas, determinada por pruebas de
quimioluminiscencia vy de reduccidn de nitroazul de tetrazolio
(S81.- En este trabajo, ademds de evaluar la capacidad fagocttica

mediante pruebas de opsonofagocitosis, también se evalud el

52



efecto de 1la FC sobre la capacidad migratoria de los PMNs . de

ratas adultas, obtenidos de sangre periférica y de una fuente

extra~vascular contiable {49). Nuestros resul tados apoyan las

abservaciones de otros autores acerca de los efectos de

FC (19,22,25}.

La afinidad y 1a actividad funcional de los receptores de la

membrana celular de los PMNs pueden ser modi ficadas

farmacoldgicamente £35] - Al probar el efecto de la FC sobre la

capacidad migratoria de los PMNs, observamos un incremento de 1la

quimiocinesis y gquimjotaxis de PMNs circulantes vy extra—

vasculares obtenidos de ratas con aplicacidn sistémica y local de

FC. Estos resultados sugieren gque la migracidn de los PMNs mejora

por la exposicidn a FC, 1lo cual puede ser de gran importancia

para mejorar Jla reaspuesta del hospedero a 1las infecciones

bacterianas [29,33,35].

La actividad migrateria de los PMNs en presencia de FC puede

mejarar por una interaccidn mis directa entre el fosfolipido

enég.ho‘y la membrana celular, 1 es que de algdn mode la FC se
integra a la membrana y modifica la relacidn fosfollipidos—
colestercl, ya que esto incrementarla la fluidez Jde la membrana
al reducir su viscosidad y favorecerla su movilidad [16]. A mayor
cantidad de fosfolipidos e presenta mayor frecuencia de
translocaciones de &dstos, incrementdndose la movilidad de 1la

de la membrana y fs posible que se produzca una mayor

bicapa

exposicién de receptores de alta o baja afinidad para el agente
quimiotéctico [35,36), mayor tacilidad de polarizacién
morfoldgica v rearreglo del citoesqueleto £34-367, que

S3



resultarian en una mejor locomocidn celular de 1os PMNs y mayor

capacidad ftagocitica.

Los PMNs de las ratas tratadas con FC presentaron en
promedioc mayor efecto bactericida en comparacién a 1los PHNs
obtenidos de los grupos testigo. Este efecto fue diferente segdn
Ia via de administracidn empleada y fue mejorado por una fuente
adecuada de opsoninas. La capacidad bactericida de los PMNs fue
tacilitada al utilizar una adecuada fuente de anticuerpos. vy
complemento, efectuando la opsonizacidn de la bacteria con suero
inmune o suero adsorbido, que fueron en general las muestras gue
presentaron menor crecimiento bacteriano, en tanto que las
bacterias opsonizadas con el suero adsorbido y descomplementado
presentaron mayor desarvollo, tanto a los €0 como a los 120
minutos de incubacidn can PMNs en las ensayos de

opsonofagocitosis.

Estos hallazgos son compatibles con 1la importancia de los
factores del camplemento y la presencia de anticuerpos
especificos para el proceso de opsonizaci®én gque favorece la
fagocitosis de las bacterias por los fagocitos PMNs [S6]. Ademds
es sobresaliente la observacidn de que la FC produce un efecto
sinéraico con una adecuada opsonizacién, facilitando la
fagocitosis y muerte de Klebhsiella neumoniae, tante en una
accién sistémica sobre PMNs circulantes, como en un efecto local

sobre PMNs extra—-vasculares.

De acuerdo a nuestros resultados, la administracién de FC

presentd el etecto que se esperaba, observandose varias
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modificaciones segin el tipo de suerc utilizado para opsonizar,

la via de administracién de FC & las ratas y 1la fuente de

obtencidn de los PMNs. Definitivamente, consideramos gque este

estudio estimula @ continuar con esta linea de investigacidn,
la

con
finalidad de lograr en el futuro una aplicacidn clinica de la

fc comae medida teraplutica coadyuvante en pacientes con

infecciones bacterianas graves.

el



CONCLUSIONES:

a). FC induce un efecto que incrementa la quimiocinesis de PMNs

de rata- El1 incremento de la quimiocinesis es parcial vy esta

influenciade por la via de administracidn de la FC v la
localizacidn vascular o extra—vascular de los PMNs. ’
b). FC indujo un incremento en la quimiocinesis de 1los PMNs
extra-vasculares obtenidos de esponjas cuando la aplicacidn de FC

fue local, es decir en la misma esponja.

c)- La quimiotaxis de los PMNs fue ampliamente incrementada al
admivistrar FC. El maveor efecto quimjotdctico se observd en los
PMNs circulantes obtenidos de ratas inoculadas con FC por via ip,
mientras que la mayor migracién gquimjotAdctica de PMNs extra-

vasculares se presentd cuando fueron obtenidos de ratas caon

aplicacidn local de FC en las esponjas.

d). La administraci8n de FC se asoc¢i® com un aumento en la
capacidad fagoclitica de PMNs de ratas adultas-. Este efecto fue
dependiente de 1a via de indculo de la FC, as?! como de la fuente

de anticuerpos y complemento (opsonimas) utilazada para opsonizar
a la bacteria.

e)s Se observé mayor capacidad bactericida en los PMNs
circulantes obtenidos de ratas con FC ip v en los PMNs extra-
vasculares de esponjas con FC, lo cual mejord adn mas cuando

fueron enfrentados con bacterias opsonizadas con suero inmune.

.5 La administracidn ip de FC se asoci® con mernor crecimiento



bacteriano al enfrantar 11os PMNs circulantes con Klebsiella
pneumonigpe, mientras que los FPMNs extra—vasculares tuvieron mayoar
efecto bactericida cuando provenlan de las esponjas con FC. Estos
resultados mejoraron también al opsonizar las bacterias con suero

inmune.

g9)- Al adicignar FC jin vitro se produje wun mayer efecto
bactericida en 1los PMNs circulantes de rata, Pero ne en los
extra-vasculares. Este efecto también fue mejor cuando se utilizé

suero inmune de rata para opsonizar a la bacteria.

s7



REFERENCIAGS?

1. Maki DGs Nosocomial bacteremiat an epidemiologic overview.
Am J Med 19813 701719-732.

2. larracilla JA, Vargas RR, Pefalosa JS, Garcta MM, Dellman CA:
Septicemias nosocomiales-. Bol Med Hosp Infant Mex 19823 39:806-811.

3. Markowitz SM, Veazey JM Jr, Macrina FL, Mayhall CG, Lamb VA!?
Sequential outbreaks of infection due to Klebsiella pneumoniae in
a neonatal care unit: implication of a conjugative R plasmid. J
Infect Dis 19803 1421106-112.

4. Casawell MW, Phillips I Aspects of the plasmid—-mediated
antibiotics resistance and epidemiology of Klebsiella species. Am
J Med 19813 7014359462

S. Cryz 5§34 Furer E Jr, Germanier R: Safety and immunogenicity of
Klebsiella pneymonjae K-1 capsular polysaccharide vaccine in
humans- J Infect Dis 19853 1511665671,

6. Pollack Mt Significance of circulating capsular antigen in
Klebgiella infections. Infect Immun 19763 1311543-1548.

e Murcia A and Rubin SJt Reproductibility of an indirect
immunofluorescent—antibody technique for capsular serotyping ot
Klebsjella pneumoniae- J Clin Microbiol 19795 91208-213.

. Jarvis WR, Munn VP, Highsmit AK, Colver DH, Hughes JM1 The

eptidemiology of nosocomial infections caused by’ Klebsiella
pneumonipet Infection Control 19853 6168-74.

9. Orskov I, Orskov Fi1 Serotyping of Klebsiella En: Methods in
Microbiology. London: Academic Press, 198d: 1d3-164d.

10. Kasper DL Bacterial capsule -0ld dogmas and new tricks. J
Infect Dis 19863 153:1407-415.

1t. M™Marsh JC, Boggs DR, Cartwright GE, Wintrobe MM: Neutrophil
kinetics in acute infection. J Clin Invest 1967; 461:1943~1353.

12. Malesh HL, Gallin JIt Neutrophils in human diseases. N Engl J
Med 19873 3171684-6£94.

13- GSolberg CO: Infections in immunocompromised host. Bcand J
Infect Dis 19907 24(supplr1356—43,

14. Wilson ME, Genco RJ, Snyderman R: The phagocytic cell. Rev
Infect Dis 19685; 7t387-389.

15, Hirata F, Axelrod J3 Phospholipids methylation and biological
signal transmission. Science 19803 203:1082-1090.

16. Bretscher MS:t Moléculas de la membrana celular. Investigacién

==



y Ciencia (México) 19853 1131:166-75.

17. Becker EL? Leukocyte stimulationt receptor membrane and
metabolic events: Fed Proc 19863 d4%5121d48-~2150.

18. Dianzani MU, Torrielli MV, Canuto RA, Garcea R,and Feo F1
The influence of éenrichment with cholesterol on the phagocytic
activity of rat macrophages. J Pathol 19763 1181193-199-

19. Rivnay B, Globerson A, Shinitzky M2 Perturbation ot
lymphocyte response to concanavaline A by exogenous cholesterol
and lecithin. Eur J Immunol 1978; 8r18%5-189. -

20. Elsbach P, van den Berg JW3, van den Bosch, van Dannea LLM3
Metabolism of phospholipid by polymorphonuclear leukocytes
Biochem Biophys Acta 1965 106:1338-3d1.

21. Mancilla J, Nurke 8, Garcia MP, Mejla IS, Santos JI:z
Respuesta de Ieucocicug modificada por fosfatidilcolina en sepsis
experimental Klebsiella pneumgonjiae. Memorias de las I
Jornadas Nldi:at de Residentes del Hospital Infantil de México.
México, 1987t Resumen 5.

22. Kappes JC, Tsuchiya Y, Nutini LG: The eftect of phosphatidyl-
chaline on the reticuloendothelial system, as determined by
carbon clearance assay. IRBC Med Sci 19831 11:1389.

23. Mancilla J, Nurke 8, Garcta MP, Mejta 18, Santos JIt
Modificaciones leucocitarias por fosfatidilcolina en un modelo
animal. Bol Med Hosp Infant Mex 19863 433713.

24.° Mancilla J. Nurko S, Garcta MP, Mejla JS, Santos JIt Efectto
de fosfatidilcolina en la respuesta leucocitaria en sepsis
experimental por Klebsi 12 pneumgniae K-8. Memorias del 3rd
Panamerican Congress of Infectious Disease and Chemotherapy-
Puerto Rico, 1986t Resumen V-11.

25. BoQar MC, Tsuchiya Y, Nutini LGt The prophylactic effect of
phosphatidylcholine on Staphylococgus aureus infections in swiss
albino mice. IRCS Med Sci 13813 21459.

26. Santos JI, Cortiella JJ, Zeisel SH, Vitale JJ! Phosphatidyl-
choline (FC) in the treatment of experimental type III group B
Btreptococcus infections. Pediatr Res 1964.

27 Mancilla J, Santos JI, Vitale J3J¢ Phosphatidylcholine
increases circulating PMNs and improves survival of rats during
experimental Klebsiella pneumoniag sepsis. Pediatr Res 1988.

28. Zeisel Ht Lecithin in health and diseases. Ent Szuhaj B, List
edst Lecithins. Washington DCt American D0il Chemists Society,
1985t 323-34%5

29. Fleischmann J, Golde DW, Weisbart RH, Gasson JCt Granulocyte—
macrophage colony-stimulating factor enhances phagocytosis of

= ESTA TESIS %7 BDgBE
SAR BE ta winiidTECA



bacterial by human neutrophils. Blood 1986: ¢8:1708-71130. Bell
JB, Douglas SD: Phagocyte functions and defects. A ten—year
update. Pediatr Ann 1987 161379-3685.

30. Bell JB and Douglas SD: Phagocyte functions and defects. A
ten—-year update. Pediatr Ann 19873 163 3I79-385.

31. Miller MEt Chemotaxis function in the human neonate! humoral
and celular aspects. Pediatr Res 19711 5:1d487-492.31.,

32+ Drutz DJ y Mills J. Inmunidad e Infeccidn, EntFudenberg
HH,Stites DP, Stobo JD, Wells JV. Inmunologla Bdsica y Clinica,da
ed.-Méxicot E1 Manual Modernc, 1983:1221-230.

33. Maderazo EG, Ward PA Leukocyte chemotaxis, Ens Rose NR,
Friedman H, Fahey JL, edst Manual of <clinical laboratory
immunology, 3Ird ed. Washingtont American Society for
Microbioleogy, 19861 290-294. )

34+ Becker ELt Chemotaxist J Allergy Clin Immunol 19807 &6:197—-100

35. Snyderman Rt Regulatory mechanisms of a chemaoattractant
receptor on leukocytes. Fed Proc 198431 43:12743-2748.

36. Snyderman Rt Regulatory mechanisms of a chemoattractant
receptor on human polymorphonuclear leukocytes. Rev Infect Dis
1985 71390~394.

37+ HWilson ME, Genco RJ, Snyderman Rt The phagocytic cell. Rev
Infect Dis 1985 7:1387~389.36.

38. Cohen HJ, Chovaniec ME, Takahashi K, Whitin JCt Activation of
human granulocytes by arachidonic acidst its use and limitations
for investigating granulocyte function. Blood 19863 &6711103-1109.

39. Fallon J and Gallin JI: Neutrophil granules in healt and
disease. J. Allergy Clin Immumol 19863771653«662.

40. Bainton DFt Sequerntial degranulation of the two types of
polymorphonuclear leuwkocyte granules during phagocytosis of
microorganisms. J Cell Biol 1973; S3:12d9-264.

d1. Allen RC, Yevich S3, Orth RW, Stelle RH: The superoxide anion
and singlete molecular axigent their role in the microbicidal
activity of the polymorphonuclear leukocyte. Biochem Biophys Res
Comun 1974y 6031909-917.

42, William AJ, Cole PJ: The onset of polimorphonuclear leukocyte
membrane—~stimulated-metabolic activity. Immunology 1981 §43 ¢ 733~
739.

43. Beagley ST Habitat association of Klebsiella species-
Infection Control 1985; 6:52-50.

60




d4. Dowell VR, Giono CSt Diferenciacidn de las especies de 1a
tribu Klebsielleae,En: Curso de actualizacidn, papel del
laboratorico de microbiologla en el diagndstico de infecciones
oportunistas e intrahospitalaria, Manual de Laboratorio.
Departamento de Ecologifa Humana 1984t &6,

45. Ewing WHt The generus Klebsiella- Ent JIdentification of
enterobacteriaceae, d4th ed. Amsterdam! Elsevier ed, 1986t JI74~
379.

46. Blusztajn JK,2iesel SH, Wurtman RJ! Synthesis of lecithin
{phosphatidylcholine) from phosphatidyl—ethanolamine in bovine
brain. Brain Res 19793 179:1319-327.

47+ Mancilla-Ramirez Jt Depuracién rettculoendoteiial de
Klebsiella pneumgnjae en un modelo animal. Tesis de Maestrla.
Hospital Infantil de Mé&xico- UNAM, 1988.

48. Patk G* McFarland nephelometer- Ent Branson D, Ed: Methods
in clinical bacteriolagy. Illinoiss American Society for
Microbiology, 1980: 106 y 219.

49. Arbo A, Mejla J, Mancilla J, Santos JIt Estudioc funcional de
neutrdfilos polimorfonucleares (PMNs) intra y extravasculares en
sepsis experimental. Memorias de las I Jornadas Médicas de
Residentes del Hospital Infantil de México, 1987: Resumeri.

50. Boyum At Separation of leukocytes from blood and bone marrow.
Scand J Clin Lab Invest 19683 21t {suppl 97)877-89.

S51. Zygmound SH, Hirsch JCt Leukocyte locomotion and chemotaxis.
3 Exp Med 19733 137:384-410.

S2. Speer CP, Gahr M, MWieland M and Eber St Phagocytosis—
associated in necnatal monocyte—derived macrophages. Pediatric
Research 19883;24:1213~216.

53. cCastellanos CCt Actividad protectora de inmunoglobulina
intraverosa, pPH a.25, en sepsis neonatal experimental por
Klebsiella pneumpniae.

Sd4. Downie NM, Heath RWi Contraste de hipdtesis. Diferencia de
medias. €Ent M&todos estadisticos aplicados. Méxicot Harla, 1973t
182-203.

35, Siegel 81 Probakilidades aspciadas con valores pequefios.
Prueba ) de Mann—Whitney. Ent Estadistica no paramétrica. Mlxicot
Trillas, 1985: 305-3506.

564 Mancilla J, Nurkeo S, Castellanos C Santos JIt Etfectividad
terapéutica de inmunoglobulina intravenosa pH 4.25 en sepsis
neonatal experimental por Klebsiella prneumoniae. Bol Med Hwsp
Infant Mex 19893 (En prensad.

61



57 Mancilla J, Mejla JS, Arbo A, Santos JI: Mejoria de 1la
actividad fagoclitica vy capacidad bactericida de PMNs idintra— y
extra-vasculares de rata por efecto local y sistémico de
fostatidilcolina. (Comunicacidn personal, 1988).

&2



	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Antecedentes
	Planteamiento del Problema
	Objetivos
	Hipótesis
	Material y Métodos
	Resultados
	Opsonofagocitosis
	Discusión
	Conclusiones
	Referencias



