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INTRODUCCION

Se ha observaao que la suceptitalidan de adavarir
infecciones es mayar en el recien nacido Dpequefio para su  edad
gestacional que en el recien nacido eutrdfico. For ejemplo. se ha
estimado gue la septicemia neonatal puede afectar & 1+ ae cade SO0
recién nacidos vivos con una mortalidad del 4% & recien nacidos
eutroficos y del 20 4 a recien nacidos peqguefios para su edad
gestacional (1-2). Se ha estudiado la respupsta inmupe an nifios
recien nacidos con retardo en el crecimiento y se ha observado que
eriste un deteriore en los mecanismos de resistencia a las
infecciones (3).

Fergusan estudid la capacidad linfoproliferativa y el
porcentaje de linfocitos T formadores de rosetas y la capacidad
linfoproliferativa de linfocitos de recién nacidos desputridos v
la compard con la de linfocitos de recién nacidos eutroficos, vy
observd que la linfoproliferacién y capatidad de Formacison de
rosetas de los linfocitos T de recién nacidos pequeios para su edad
gestacional, fueron menares que las de 1los recien nacidos
eutréficos (4).

La +uncion de fagocitosis de los neutréfilos y de los
macrofagos también ha sido evaluada en 1los recien nacidos con
retardo en el crecimiento intrauterino vy se ha observado que tienen

deterioro en la fagocitosis.



Aloaunos 1nvestigadores han descrito gue los niveles sericos ode
inmunoglobulinas son menores en los recien nacidos pequelos para su
edad aestacional cuando se comparan con las inmunoglobulirnas de
recien nacidos eutreficos (5-8).

5e ha observado que la administraciwn de factores subceluliares
combd citacinas, gamaglobulina o tufsina. disminuyen la incidencia
de infecciones en recién nacidos(9-13).

Desde hace mas de 15 aflos se demostrd gue el levamisol activa
las funciones de los linfocitos T y de las celulas fagociticas(14).

En el presente trabajo nos propusimos investigar el efecto del
levamisol en las funciones de quimiotaxis y actividad bactericida
de células polimorfonucleares de recién nacidos pequefios para su

aedad gestacional.



ANTECEDENTES

EL RECIEN MaCID0) PEQUERIO PARA EDAD GESTACIONAL

CONCEFTC. -
Fars definir al recién nacido pequefo para su edad gestacional
(RNPEB) se han utilizado criterios funoamgdntadeos en el peso vy
talla al nacimiento y su raelacién con la edad gestacional.
Lubchenco realize el registro de peso talla Y edad
gestacional de 40,000 recién nacidos entre la semana 25 y 42 de
#dad gestacional ceterminando los valores percentilares, con estas
mediciones se considerd al recién nacido pequeffo para su edad
gestacional. cuando el peso al nacimiento se encuentra por abajo
de la percentila 10 .Algunos autores han referide indistintamente
al recien nacido pequefo par? su eedad gestacional como recieéen
nacido con retardo en el crecimiento intrauterino o recién nacido
desnutrido in were (15-162.°

La frecuesncia del nacimiento de nifkos con retardo sn el
crecimiento es de I % en los paises desarrolliades, vy de 30 % an
paisas en desarrolloa(l7-1%9).

Los factores que pueden condiciaonar el nacimiento de nifAns con
recarde en el crecimiento intrauterino san muy variables.
dependiendo de fFactores propios del feto, materno o factores
placentarios entre los que &se encuentran desnputricion materna,

diabétes mellitus qestacional, preclampsia, draogaaiccion.



alcoholismo, tataguismo, infecciones intrauterinas, disfuncion
placentaria, postmadurez(20-22)

Se ha identificado como factor importante en el retardo en el
crecimiento 3 1a Toxemia Gravidica ya que en algunos estudios de
fracuencia  se ha observado que esta enfermedad produce el 76 .Z de
los recié¢n nacidos pequefios para su edad gestacional.La causa de
ello parece ser una disminucién en la perfusion sanguinea
placentaria y en la superficie trofoblastica, conduciends a una
disminucion de nutrientes al feto produciendo retrazeo en el
cracimiento con disminucion del tamafo y funcion ”gQ 4rganas  como
hi gado, corazén, timo, bazo y pancreas (23),

ASPECTOS INMUNDLOGICOS.

_En forma similar gque en nifos de otras edades Que prasentan
desnutricion proteico calérica el recién nacido pagueNo para su
edad gemstacional se le ha obsarvado una mayor susceptibilidad a las
infacciones por gérmenas gram naqntxvnl(za-ZS).

Madden in§cstig¢ la frecuencia de sspticemia en recién nacidaos
sometidos a trauma quirdurgico, observando que e1 44% de los RNPEG
presentaron sepsis, mientras que los recien nacidos eutréficos en
un 4.3 % (26).

"En el RNPEG se observaron alteracicnes en los organos
linfoides v de la celulas que‘purtlcipan en la respuesta inmune.,
Martinez-—Cairo y cols. estudiaron la actividad del factor tinico en
recién nacidos pequelos para su wedad gestacional y de recién

nacidos eutréficos observando una menor actividad del factor timico



en recien nacidos peguefos para su edad gestacional, gque sfectis la
funcion enddcrina para inducir maduracian y diferenciacion de las
celulas linfoides timodependientes. Estas conclusiones estan
apoyadas en trapajos orevios, ya que 1los mismos 1nvestigadores
desmostraron que ei porcentaje de linfocitos T y B en los
recien nacidos desnutridos tn utere  era  menor gue en recien
nacidos autreficos (27-28)

Resultados semejantes fueron descritos por Ferguson y cols,
quienes estudiaron 17 recién nacidos con retardo en el crecimiento
intrauterino y los compare con 25 recien nacidos eutreficos, valore
la respussta cutanea vy respuesta linfoproliferativa ae los
linfocitos T de cada unao de ellos y observed que la respuesta
linfoproliferativa de 1os recié¢én nacidos con retards en el
crecimiento era mencr que la de los recién nacidos eutraficos(4).

Saha estudid 20 niNos eutrdficos. 15 prematurcs ¥y 15 RNPEG a
los cuales les investigé los niveles s&ricos de 1gM, igh e 1ghA,
ademas del factor CJ del complemento, chservanoo que las niveles
mids bajos los tentan los reci¢n nacidos pequelos para su  edad
gestacional. Concluyendo gue la respuesta del RNFEG es menor que la
del RN de término y de Pretérmino(S).Ahmad en otro estudio observe
que existe disminucisn de l: concentracisn sérica de ig6 de recien
nacidos FEG v RN prematuros comparacdos con recien npacides ae
termino sanos sin existir diferencia entre los KNPEG vy RN
prematuros con aumento en los RN de término en relacidén a los dos

grupos (&) .
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FUNCION FAGDCITICA EN EL RECIEN NACIDD FEQUEROQ PARA SU EDAD
GESTACIONAL .

Las funciones de los polimorfonucleares oe recien nacidos
pequeffios para su edad gestacional fueron evaluados por -Chandra vy
FProkopowits (29, Chandra estudié 26 recién nacidos ton desnutricisn
intrauterina y los compard con 246 recien nacidos eutroficos a todas
ellps les investigo las funciones de los PMN  y oopserve gue la
actividad opsénica del suero, gquimiotaxis, fagocitos, metabolisma
oxidativo y destruccion intracelular es menor en el recien nacideo
pequelio para su edad gestacional (3-29).

Recientemente Catherine Harris utilizando un modelo murinc de
desnutricidén intrauterina, evalud ln-quimiatlxis y adherencia de
los PMN, comparando ratas racie#n nacidas con desnutricion y sin
,dnsnutricién. encontrando que los PMN de ratas RN desnutridas

tienen disminuidas las funciones de adherencia y quimiotaxis(3I0).



INMUNOTERAPIA EXPERIMENTAL.
Para disminuir la incidencia de infeccicnes e incrementar la
respuesta de los fagocitos, se han utilirado productes naturales
como la transfusien de granulocitos{(31), gamaglobulina (1G-~12),

interferon gama(32}) y sintéticos como el levamisol.
LEVAMISOL

GENERALIDADES.

El levamisol es un enantidmero del tetramisol, fue sintetizado
como la forma racemica del tretamisol, se ;ntrodu)c en la practica
veterinaria cnm6 antihelmintico en 1965, y en humanos en 12466(33).

Durante la evaluacidn inicial de su efecto contra nematodos se
observaron algunos efectos adicionales que sugirieron que la droga
podria altersr los mecanismos de defensa del hospedero. El
levamisol no influye en la respuesta primaria a virus, bacterias,
protozoarios o células tumorales en huespedes normales. es en el
huesped inmunocomprometido en donde se observa su efecto.

Este mecanismo se ha explorado en el laboratorio con modelos
animales y humanos.El levamisol fue¢ desarrollado i1nicialmente por
Janssen Research Laboratories en Beerse Belagice como parce del
programa para encontrar nuevas drogas antihelminticas. Inicialmente
se produjo un metabolito derivado del amino tiazol(D1S, &

dihidroxiée (Z-tienil) m- imidazol(2.1) a partir del cual se



sintetizd el tetramisol. este ultimo compuesto tiene dos 1someros,
el levamisol y el oexamisol, observandose que el levamisnl es
muchas veces mas potente gue el dexamisol (34).

El hidroclorhidrateo del levamiscl es un compuesta estable
cristalino con un peso molecular de 240.75, rapidamente soiuble en
agua, estable en solucion acida, se hidrolirza en swluecion alcalina

y se descompone al incrementarse la temperatura y el pH(34),

Estudios experimentales demuestran que el ievamisol (107%,
107°M) estimula los ganglios parasimpaticos. produciendo efectos
espasmogenicos sobre los tejidos intestinales de mami feros;
ademas produce .inhibicién neuromuscular en preparaciones de rata y

pollo.

El1 1levamisol tiene propiedades semejantes a las de 1la

nicotina, induce relajacidn del masculo liza reduciendo
temporalmente 1la permeabilidad del calcio en membranas
despolarizadas, tiene un efecto inbtropico positivo sobre el
musculo papilar del gatc prolongando &1 periodo refractario,

aumenta la norepinafrina e induce contracciones de los vasos
cutaneos de la rata .

Es interesante la propiedad bioguimica del levamisal para
inhibir en forma no campetitiva a ias fosfatasas alcalinas. Esta
inhibicion se consique con bajas concentraciones de
levamisol(lﬁ-aﬂ): vy aunque esta inhibicion se 1lleva a cabo en
muchos tejidos. esta funcién no se realiza en placenta ni en

intestino( 5 .



El levamisol es rapidamente absorbido en el tracto
gastrointestinal y de los tejidos. Despues de uns dosis oral de
130 mg en un adulto, a los'60 a 120 minutos 1llega a un pico de 0.7
wg/nl (Aprosimadamente 3 107%) . La droga tiene una vida media
plasmatica de 4 horas en el hombre,es metabolizado en el higado vy
completamente eliminacdo del organismP a las 4B horas(35-3&).

Se pueden alcanzar concentraciones plasmaticas de levamisol mas
altas cuando se aplica por via intramuscular o intravenosa que en
la administracion oral (37).

El levamisol es especlficamante texico a nematodos, :augando
paradlisis y eliminacion de ellos: dependiendo la infectacion vy
estado del hospedero. Los niveles terapéuticos varian entre 2 & 40
mg / kg de peso corporal, aunque la dosis en la practica es de 1850

myg al dia en el adulto y 3 mg/Kg de pwso en el niko (35,38,39).

EFECTO EN LA RESPUESTA INMUNE

Los efectos del lavamisol sobre los mecanismos de resistencia
a las infeccicones fueron daescritos inicialmente al ooservar que
cachorros de sabueso infestados con larvas de Uewxccana canis
presentaron atrofia timica y una mortalidad ael 25%4.El tratamiento
con levamisol disminuyd de la mortalidad al 5% y no se

encontrd atrofia timical34).
En un modelo murino con ratones inmunizados contra Baucelda vy que
se retaron seis semanas daspues con una ceba virulenta de Baucella

adortue y sacrificados once dias despues, se observé que se



infectaron a pesar-de. la vacuna. &n  ios ratones tratados con
levamisnl, al segundo dia de la aplicacien de la vacuna. no se

o

observe | infeccion. un tarcer grupo de ratones tratados

#clusivamente con levamisol tambien se infectaron, concluyendo
que el levamisol aumenta la eficacia de la vacuna(49).Asi mismo
Fischer v cols en 1974 realizaron un estudio de eficacia
terapéutica del levamisol en sepsis neanatal experimental. La
sobrevida de ratas recién nacidas infectadas con Ylephplececcun
auvreus vy tratadas con levamiscl fue de BOX contrastanda con  una
sobrevida de 15 % del grupo control (41).

Los efectos del levamisol sobre el sistema ipmunes han sido
extensamente estudiados én vitae en celulas aisladas de animales de
experimentacidén, sujetos normales y pacientes.

Las primeros reportes en 1la literatura, ofrecieron datos
contradictorios por varias razones, entre ellas que el levamisopl se
estudié con dosis terapeéuticas y supraterapeéuticas sobre 1las
funciones inmunes humoral y celular de hospederos normales e
inmunocomprometidos(35).

Analizando la literatura se llega a la conclusién que el levamisol
tiene un amplioc pero definido efecte sobre los linfozizes T vy
fagocitos madurpos € inmaduros, no asi en linfocitos B y linfocitos
T normaies.

Algunas de las funciones de los linfocitos T se estimulan con
levamisol (42,43) . Scheinbersg estudio la respuesta

linfoproliferativa de linfocitos T de pacientes con lupus

10



eritematoso sistemico y artritis reumatoide y observe un aumento en
la capacigad de proliferacion de los linfocitos T tratados con
levamisal (44). As1 mismo, se ha observaon que el levamisol
increments le canticoad de los factores activaedor oe macrofeago @
inhibidor oe la migracién producidas por linfocitos T (45).
uytilizande lineas celulares murinas. g2 ha observado aque el
levamisol incrementa la linfoproliferacioen de los linfecitos T
estimulados con Concavalina A e interleucina 2 concluyendo que el
estimulo en la respuesta linfoproliferativa es secundario al
incremento en la afinidad del 1linfocito T por: la interleucina
2(46). En otro modela con macrofagos peritoneales murinos,"el
levamisc! i1ncrementd la produccién de interleucina 1 producida por
macrofagos activaoos con lipopolisacaricos (479,
EFECTO EN LA FAGOCITOSIS .

Las funciones de los linfocitos que son restauradas por el
levamisol son : 1a migracidn al arar., Qquimiotanrzis, adherencia,
fagecitosis, reocuccion de NBT, actividad de pera;idasa vy
destruccisn 1ntracelular( 48-58).

Cuando se estudia el efecto del levamisol sobre las funciones
de los Fagociticas, los resultados mas consisteries se han
observado al evaluar su efecto sobre la guimictasie. Angerson
utilizéd celulas polimorfonucleares de sujetos nermales y cobservo
que con la preincubacion con  levamisol se 1ncrementa la
quimiotax1s hacia caseina hidrolizada y suero activaao can

andotoxine v que ademia& asta respuesta es dependiente de los

11



niveles citoplasmaticos de AMFc (48,

En estudios clinicos se ha observado que al administrar el
levamisol a nifios con diminucien ae la actividad quimioctactica de
las celulas volinorfonucleares e nistoria de 1nfeccidn cremca
recurrente. se 1ncramenta la quimintax:is Y disminuyen las
infecciones(49). Recientemente Modai 17 y cols estudiaron pacientes
uremicos en los gue se oObservo disminucion de ia actividad
quimiotactica. la que corrigid al incubar a estas células con
levamisol. La quimiotaxis de los agranulocitos de pacientes uréemicos
trataaas con levamisol, fue similar al grupo control(S0). Schmidt y
Douglas realizaron un estudio semejante, utilizando células
polimarfonucleares de adultos sanos y observaran que al  incubarlas
con levamisol su quimiotaxis se incrementd(Si).

Renoux,en un modelo murino, observd que macréfagos peritoneaies
de ratones tratados can levamisol aumentaron la capacidad de
destruir Xiolterie monscylegenes (52).0liveira Lima, valore el efecto
de lovamisol sobre la actividad fagocitica de de macrofagos
previamente incubados con levamisol, y observé que los macréfagos
incrementan la fagocitosis de particulas de latex cubiertas con
anticuerpo y complemento(S3). Asi mismo,Wynne reportd i1ncremento =2n
la endocitosis de particulas de latex por neutrofilos de pacientes
con artritis reumatoide tratados con levamisol(54),Gomez Estrada vy
cols han obtenido resultados semejantes en mocselos bumanos vy
murinos (S5-5&).

Ern  las investigaciones realizadas en modelos animales v

12



humanos el levamisol no afecta sigmificativamente la concentracion

circulante oe inmunogliobulinas. Sin embargo., se ha observado una

reduccion de los complejos inmunes circulantes en pacientes con

artritis reumatctue. tratados con levamisol. Estaos resultados saon

similares cuandc se estudid la depuracidn de complejos i1nmunes en

pacientes con hepataitis (57,58). '
MECANISMO DE ACCION DEL LEVAMISOL.

El mecanismo de accién de la droga no esta completamente
entendido pero se ha ohservado que es dependiente de las
concentraciones intracelulares de APMec y GMFc. En un estudio con
macrofagos murinos incubados durante I0 minutos con  levamisol. se
facilite la fagocitosis, este fenomeno se explic? por la activacion
de la fosfodiesterasa y secundariamente por disminucion en los
niveles de AMPc (49), Dtro estudio que apoya este mecanismo es @l
de Anderson en el cual cuantifica la guimiotaxis y la correlaciona
con los niveles de GMFc y AMPc, observando que al aumentar el GMPc
disminuye el AMPc y la gquimiotaxis aumenta(4d)

Alternativamente el levamisal puede servir como agente
antioxidante, ya gue puede prevenir la Fformacién de radicales
libres ae D:v peroxido, interfieren con la actividag ael
neutrafilo o puede aumentar la polimeritacisan de los microtcbulos
en las membranac celulares, resultando una alteraciéon en la funcion
del leucocito(59),.0tro efecto del levamisol, al igual gque la
hormona timica., es el inducir precursores celulares para llegar a

producir linfocitos T maduros(34,60-62). Dada la influencas deil



Levamisol sobre ia maduracaisn del linfocito se ha descrito al

levamisol como agente Timomimético, sin embargo el levamisal

también incrementa los niveles ae GMPec v la proliferacien celular
que son funciones colinérgicas. FPor lo gue aun no es ciaro s5i el
levamisol influye directamente en los nuclestidos por estimulo en
el receptor colin:rgico o al estimular un receptor para la hormona

timica .

14



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La mani#e;tacxen clinica de la desnutricion fetal es el recien
nacido pequelo para edad gestacional (RNFEG). que a semejanza de
otros modelos de desnutricion tiene disminucion en los mecanismos
de defensa contra las infecciones, como disminucion en la
fagocitosis y quimiotaxis. Estas observaciones fundamentaron la
pregunta de que si el levamisol tiene algun efecto sobre la
actividad microbicida y guimiotactica en células polimarfonucleares
de RNPEG. Fara ello utilizamos un modelo in olre en el cual
células polimorfonucleares (PMNs) procedentes de cordsn umbilical
de recieén nacidos desnutridos y de recién nacidos eutroaficos fueron
incubadas con levamisol.

OBJETIVO

Demostrar en un modelo in vitre el efecto del levamisol sabre

la actividad quimiotiActica vy microbicida de PMNs de recien nacidos

pequefios para edad gestacional.
HIPOTESIS

{a actividad quimiotactica y microbicida de los PMNs de RNFEDG

se incrementa con el levamisol.

15



MATERIAL .Y METODOS

MATERIAL HUMANO

El! estudio se realizo con 20 recien nacidos de termino de amhos
sexos. Se formarom cos grupos uno constituide rcor recierm nacidos
pequelios pal'a ecad Qestaciopal y oTro por recien nacidos con  peso
adecuado para edad gestacional.

CARACTERISTICAS DE LOS GRUPOSVx

A. Fecien nacluoé pequefios para edad gestacioral: Se incluyeron en
este grupo recien naci1des hijos de.madre con toxemia mederada, edad
gestacional entre 37 y 40 semanas por fecha de ultima mestruacion y
valoracion A de Capurro (63). Se excluyeron a recien nacidos de
termino con enfermedad respiratoria, infeccisn intrauterina
malfarmacien congenita o hipoxia. No se incluyeron a recien
nacidos hijos de madre con diabetes, cardiopatia o infeccion.
B.Recién nacidos adecuados para edad gestacional.

Se incluyeron a recien nacidos hijos de madre sin antecedentas
de infeccién, enfermedad sistémica gque repercuta en el niffio y edad
gestacional entre las 37 y 40 semanas. Se excluveron a los recien
nacidos con dgesequilibrio metabolico comoe nipoglicemia o
hipocalcemia manifestada clinicamente.dificultad respiratoria,

infeccicon o malformacion congénita.

16



MATERIAL BI1OLOGICO.

Se obtuvieron 10 ml. de sangre procedente de vena umbilical
placentaria de cada recen nacido al momento del nacimiento. previo
consentimiento verbal y por escrito de la madre.

OBTENCION DE CELULAS POLIMORFONUCLEARES

Las celulas PMN fueron purificadas centrifugandose a 1500 rpm
durante 40 minutos en un gradiente de densidad con Ficoll Hypague
{ & = 1,077 ) v por sedimentacion con dextran al 1 %, segun la
teécnica descrita por Bovim. Los eritrocitos de las muestras fueron
lisados con solucién salina al 0.2 y 1.6 %, gH 7.2 en forma alterna
y &1 sedimento obtenido se resuspendid en solucion balanceada de
Hank,

Viabilidad celular : La viabilidad celular se determin® por el
método de exclusioan de azul de Tripano, reportandose ia viabilidad
en porciento de celulas vivas ( minimo permisible 95 % de
viabilidad).

Incubaci®dn con Levamisol :El levamisol fu¢ obsequiado por 1los
Laboratorios Jannssen de Mexico, su pureza y caracteristicas fFueron
revisadas por el laboratorio de manuTtractura mediante
espectrofotometria (65). Al momento del emsayo, el levamisol Fues
diluido en soiucivn salina al 0.9 % con de pH 7 y libre da
piregenws, vy dividido en alicuntas de 4 diferentes concentracionas
para obtener 0.5, 0.7, 70 pug /ml y 3.5 wg /ml..lLes PHN fueron

incubados con levamisol por 30 minutos (&68)
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METODO DE ACTIVIDADL MICROBICIDA 1

Se r@aliz¢ el metodo de Quie previamente mogi:ricado por Forman
{e7-6%). se utilizaron microplacas de %96 potes (?72), en cada opozo
se colocaron ¢ gl de celulas a una concentracion ae 7 x 10 dpnr mL
previamente i1ncubadas con diferentes concentraciones oe levamisol,
se les adicins 20 1 de Punfpylecoccus aureus ajustado a una
concentracion de 1 » 10 ° de unidades formadoras de colonias {UFD)
por mililitro que previamente fue opsonizade con suero AD
heterologo, la placa fue incubada a 37° C durante 18 horas y se
determin® el numero de'unidades formadoras de colonias (UFC= cada
unpa de las bacterias capaces de producir una colonia de bacterias
en alicuotas sembradas en agar soya Tripticasa).

Los resultados fueron expresados en ilndices de actividad

microbicida en funcien de la formula descrita por Sneiderg (73) :

UFC con celulas

INDICE EACTERICIDA = 1 -[ ) X 100
UFC sin célulias



METODO DE QUIMIOTAXIS :

Se emplen una microcamars de 48 pozos ¢ figura 1o e coloce
en la parte superior de eila 40 ¢l de sueroc normal humano  (SNH)
activado previamente con Iymosano Al Se usd una membrana de
nitrocelulosa con poros de 3 om de diametrao, previamente
humedecida en solucion de Gay. En la parte superior de la camare se
colocaron en los posos 70 pl de celulas ajustadas a 2-.x 10°  ge
células por mililitro en soluc:iédn balanceada de fosfatos (SEF)
posteriormente se incub® la camara a 37° C durante &0 minutos. La
membrana de nitrocelulosa se retird de la camara para fijarse con
solucien etanol agua al 1:1 y telirla firmemente con hnematoxilina y
eosinal(74).

La migracion se cuantitice de acuerdo al método sugerido por
Zigmond : Al observar en el microscopio de luz se localiza el sitio
donde se encuentre el mayor numero de células, pogteriorments se
recorre el botoen microm®trico hasta encontrar =1 sitio  cono®
existan par lo menos 3 células. La distancia recorrids es ia cifra

recorrida por el micrometro(75).



FIGURA 1. CAMARA DE BOYDEN



ANALISIS DE LOS RESULTADOS:
Tipo de diseﬂ& : Luasiexparimental (74).

Es un modele de 1nv

tigacion ciomedics con celulas optenides
derhgmanos, en el cual se realiza una manicbra por el invescigador.
.5e‘c9ntrnlan ias variablies perc no interviene un sortea aleatorio
para lé designacion del gruno experimental.

Validez interna : Estas muestras son homogen2as va Que periencsn &
una poblacidn de recién nacidos de termino, son diferentes
unicamente por el peso e los recidén nacidos al momento  deil
nacimiento. Son comparables vya gue ambas muestras poseen
caracteristicas semejantes como es especie y edad gestacional.
Variables y unidades de medicion.

Variables independiente&s : Reci¢n nacidos con peso adecuado para
edad gestacional y recién nacidos peqguelos para edad gestacional.
Variables dependientes :

1. Actividad microbicidas; se define como una pProporcicn que espresa
la cantidad de UFC que fueron destruidas por el PMN.

2. Buimiotaxis : Variable continua gue e:presa en micrometras, ia

distancia migrada por los PMN de los recien nacidos.



Tecnicas de analisis estadistxco
Hipotesis de trabajn <Ho):

:;El efecto del levamisol sobre  1la quimiotas:s v actividao
micrablcida de los polimorfonucieares de recien nacioos pequefios
para s edad gestacianal es semejante al efecto en
polimorfonucleares de recien nacidos adecuados para  su edag
gestacional".

Fara aceptar o rechazar la hipdétesies de trabajo se utilizaron
pruebas no parametricas . Se realizaron comparaciones de contraste
entre grupos e intergrupos y se utilizd pruebas no caramétricas
fera grupos dependientes y no dependientes ya que el numero de
recién nacidos fue menor de 15 sujetos y la cuantificacion de las
variables fueron mediante variables discretas. Ademas se realizaron
comparraciones entive las diferentes dosis de levamisol por 1o cual
se utilizd la prueba no parametrica de Friedman, el criterio de
validez se realizd con un intervalo confianza del 95%Z. el analisis
intergrupal se realizod mediante la prueba no paramdtrica de
comparacion de dos qrupos dependientes " T de Wilcoxon " v la
comparacion entre ambos grupos de recién nacidos con U o= Mann
Whitney (7S~77).

ASPECTUS ETICOS DE LA INVESTIGACION

e solicité el consentimiento por escrito ce los padres y

autprizacisn de los comites de érvice y de investigacion dzl

Hospital Infantil de Mexico " Federice Gomez *  y  hospital de

Gimeco-Dostetricia No. T el Zznvecc Medico " La




RESULTADOS

CARACTERISTICAS DE LOS RECIEN NACIDOS:
En. el grupo de recien nacidos eutroficos hubo 4 de Sesc

-

Feﬁéﬁxhﬁvy ﬁfdel sexo masculino, 81 peso en promadic fue oe T147
7307‘gr con  edad gQestazicnal promedio de 38.23 e i+l sSsemanas

{ Fiéurag Z oy Ti.

En ei grupo de recien nacidos peguefios para edad gestacional  no

hubo predominio en &l sexo con una relacion hombre-mujer 1:1. el

peso promedio fue de 2240 s Jié con una ecad gestacional de U

LH

Y 10.8 semanas! Tabla 1).
EFECTO DEL LEVAMISOL EN LA QUIMIOTAXIS DE PMN .

En estado basal, 1os polimorfonucleares de recién nacidos
eutroficos, exhibieron una quimiotaxis de 34.61 3 mum. La migracion
de los FMNs incubados con levamisol a concentraciomes de 0.5., 0.7,
70 po/ml y 3.5 mg/ml fue de 38 ¥ 1.5, 28 £ 1.0, 29.4 = 0.7, 40 “2.3
um respectivamente, a las diferentes concetraciones no se observa
diferencias ( p> 0.1 ).

La quimiotaxis basal 1oz FMN de los recien nacidos pequeffios
para su edad gestacional, fué de 22 * 1.4 pm, cuandc se incubaron
con levamisol se observo una guimiotaxis de 28t 1.4, 29 t a.s.
27%1.4 y 28 -1 um con las concentraciones de levamisol va
mencionadas, observandose diferencias ( p < ©.05) entre ceélulas
incubadas con levamisol respecto a células si; levamisol

(tigura 4).
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TABLA 1, CARACTERISTICAS DE LOS RECIEN NACIDOS

A. RECIEN NACIDOS ADECUADOS PARA EDAD GESTACIONAL.
PACIENTE SEX0 PESO EDAD GESTACIONAL.

({12 { semannsl
1 mas 3400 a7
2 Tuiy 8oL 47
3 nay 25 a7
4 lum 3475 an
8 fnn 6Ly At
a Tunny 2000 a7
7 man 3neow 39
n man 3300t 30
1] may 2000 49
w mns 3200 3y

B. RECIEN NACIDOS PEQUENOS PARA EDAD GESTACIONAL

PAGIERE §LEXO PESO 1:DAD GES LASINNAL
(gr.) ( sutianay)
1 tam 2176 34
2 fam 2100 37
3 fun 2400 39
4 nng 2600 40
5 fom 2360 a9
a teny 2440 39
r mas 1440 a0
) [T 2200 a7
o mas 2300 36
10 mue 240U 40
QTX en uM

0.0 Q.8ug/ml 0. 7vg/mi 70.0ug/m) 3.8mg/mi
OOMQENTRACION

W ANPEG n=10

RNPEG-Recien neaidos pequefios pers su
egad gestavionsl,

FIGURA 4, EFECTO DEL LEVAMISOL EN LA QUIMIOTAXIS DE RNPEG



En el grupo. - ge .recien nac;das eutreficos, al comparar la
respuesta . guimiortactica - entre - el  estado basal y las ceélulas
tratadas con  levamisol, n6 hubo diferencia estadi sticamente
significativa (Friedman, p = U.1).

Cuande se comparo la distancia migrada de las cejuias de
recién nacidos pequenios para edad gestacional en estado basal ; de
las células 1ncubadas con levamisol, se abservo una mayor mig@racidén
de las celulas tratadas esta diferencia fus estadisticamente
signiFicatiQa (ps D,05) .,

La quimiotaxis de los polimorfonucleares de recien nacidos
pequefios para su edad gestacional fue menor que la de las recien
nacidos eutroficos 1 esta diferencia fus estadisticamente
significativa ( p « 0.025) . ‘

Al realizarse la compatracién estadistica de las celulas gue
fueron preincubadas con levamisol se gbserve que no hubo diferencia

entre los cos grupost( figura 5).

ACTIVIDAD MICROBICIDA CONTRA PlanhAplococcus autredd @

La actividad microbicida de los PMNs de los recien nacidos
eutroficos fus de 46 * 1.5 %4 y la de los PMNs de los recien nacidas
pequeffos para edad gestacional fue de 39 I 2.0. Esta diferencias

entre la respuesta microbicida no fué si1gnificati.a p Wl ),



OTx en uM

0.0 0.8 ug/ml 07 ug/ml 700 ug/ml 3.6 mg/ml
OQONOENTAADION '

B EUTROFICOS ne10 Il ANPEQ net0

FIGURA § EFECTO DEL LEVAMISOL EN LA QUIMIOTAXIS



Cuando los PMN: se incubaron con levamlsol & concentraciones
de <.5, 0.7 S mg/ml. la activigad microbicids fue  de
+ - -+ + e o - . -
41— 3.1, 39 - T.3 y 20,3 - 2.8 % en los FMNs oe recien
. _ -+ et - - . e *
nacidoe eutroficos. yv de 36 - Z.e. 29~ 2.3, fe~ 1.5 y S5 - 2.4 04

respectivamente en ias PMNs
gestacionals;

significativas ( figura 6&).

aunaue hubo diferencias.

de reci=n nacidos pequetios para su edaa

no fueron estadisticamente
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GONGENTRAGION DE LEWMMIIOL

M EUTROFICOS ne10  EE) ANPEG n-10

FIGURA 8. EFECTO DEL LEVAMISOL EN LA ACTIVIDAD MICROBICIDA



DISCUSION

El estado nutricional a través de la modulacion

Que
ejerce sobre las respuestas inmunitarias espect fFicas e
inespeci ficas. parace ser un aeterminante primario de la

suceptibilidad a laz infecciones. La mayor parte de la morbilidad
asociada con la desnutricion progresiva se debe a una infeccion que
la complica. Existen datos clinicos y epidemioldgicos gque sugieren
que la desnutricion progresiva aumenta la gravedad e incidencia de
la infeccion, estudios realizados en Asia y Africa demostraron que
el 30 al &5 % de 1los nifos desnutridos que se hospitaliaan,
evolucionan con infeccion activa cronica y  tiemen una mortalidad
hasta del B0Z (78).

£n los estudios en nifios y adultos desnutridos., en donde se
evaluan los mecanizmos de respuesta a las infecciones se observa
que exriste disminucién o ausencia de la hipersensibilidad cutanea
retardada para responder a los antigenos microbianos habituales,
disminuci®n en el numero de linfocitos Timo dependientas,
disminucion de la capacidad bactericida de los neutréfilos, titulos
bajos de anticuerpos secretorios IgR y dismipucion de la actividad
y componentes del sistema del complemento (79).

El reci¢n nacido pequefio para su edad gestacional representa
la desnutricison fetal y es un  transtorno secundario a mGltiples
factores materncs, fetales y placentarios. En nuestra poblacién la
toxemia representa por frecuencia la orimera causa de desnutricien

intrauterina v la tercera causa de morbi-morbilidac



neonatal (20,80 .En las nifios pequelos para su edad gestacional se
ha observado que existe deficiencia en la inmunidad celular que
puede persistir por mese y aun affos, 1o cual contribuve con una
alta morbilidad.

Camo en otros modelos de desnutricion. en el pequeloc gara su
edad gestacional se observa una disminucion en numereo y funcicn de
los linfocitos T y B, télulas NK. ndemas de disminucion en ias
cifras séricas de complemento e inmunoalobulipas (3.8,27).

Nosoulros evaluamos la respuesta microbicida y quimiotactica de
PMNs de RNFEG y RINAEG. Se ha observado poca consistencia en los
resultados de estudios reportados con anterioridad ya aque alaunos
autores mencionan gque no hay diferencias entre la respuesta
microbicida de los neutrs&filos de ambos grupos.

Forman estudi® la actividad opsénica del suero., fagocitosis vy
destruccion intracelular de bacterias por neutréfilos procedentes
de sangre de cordén de 19 niffos de peso obaje al nacimiento vy
observé que la actividad opsédnica frente a Jerwadtic mencencens Yy
Flophylococcus avreus fué menor en los nifos de peso  bajo al
nacimiento mientras que la fagocitosis y destruccisen intracslular
no se observaron diferencias significativas en ambos grupas (69).
Sin embargo, en estudios semejantes se Dha ooservado que la
adtividad microbicida del suero y de los polimorfonucleares de
de recié¢n nacidos pequefios para edad gestacional es menor gque en
nifios recié¢n nacidos eutroficos (35,29). En nuestro estudio

observands que no existieron diferencias entre 1la actividad



microbicida en los FMhs de los RNFEG y los RNAEG.

La posible explicacidon en las diferencias es la capacidad de
opsonizacién del suero utilizado en los estudios. ya aque se ha
demostrado que al utilizar suero aurslogo de RNPEG disminuye la
fagocitosis.

En otro estudio se observe que 1las ceélulas fagociticas del
recién nacido pequero para edad gestacional tienen disminuida la
actividad de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, la cual
inicia la via de las pentosas. de donde se obtienen radicales de
oxigeno elementales para la destruccién intracelular de las
;ubstan:ias extrafias como bacterias (81). Posiblemente los
mecanismos bactericidas independientes de oxigeno compensan la
deficiencia en el recien nacido pequelo para edad gestacional, para
que su actividad microbicida sea semejante a la del recién  nacido
eutréfico o

Nuestros resultados concuerdan con otros estudios n witre en
los cuales se evalua la quimiotaxis de los PMNs de vecién nacidos
pequefios y adecuados para edad gestacional donde tambien se ha
observado disminucidén en la migracioen de los PMNs de RNFEG.

Se han propuesto varios Tarmacos para mejorar la respuesta de
las cé¢lulas fagociticas incluyendo al levamisol que en ensayos
clinicos y experimentales se ha demcostrado gue aumente la respuesta
fagocitica, mejorando la guimiotaxis., la reduccion de NET y le

destruccion intracelular (82).
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'Estudius clinicos en recién nacidos donde se ha empleado el
levamisol son muy alentadores  ya que se ha observado que se
estimula la respuesta cutanea tardia hacia FPD, cuando es aplicado
por via subcutanea, a la vez que disminuye la aincidencia de

infecciones piogenas &n recien nacidos sametidas a intervencionas

quirurgicas abdominales, sin observarse efectos secundarios
(B83,84) .
L.a dosis utilizada en los estudios in wvitae varia en un rango

de 2.5 ng a 200 mg/ml. Nosatros utilizamos 4 dosis para observar su
efectq, 0.5, 0.7, 70 umug y 3T.5 mg. dado que (.5 y 0.7 pg
corresponden §_1os niveles séricos del levamisol peosterior a ia
administracién de 2.5 mg/kg de peso (45, B85-88).

Al incubarse con levamisol a FMNs de recién nacidos peqguefios
para edad gestacional y a los PMNs de reciéen nacidos adecuados para
edad gestacional se observs un aumento en la quimiotaxis de recien
nacidos PEG, observandose mayor efecto al incubarse las celulas con
0.7 ug/ml y se en observaron diferencias significativas {p<0.025)
al compararse con las células incubadas con solucién amortiquadora
( grafica 1 y 2). Tambien se& observe un incremento en la
guimiotaxis de PMNs de RNAEG, pero sin significancia estadistica
(grafica 2). La dozis empleada es la que se describe come los
niveles séricos depués de la administracien de Levamisol a dosis os
2.5mg por kilogramo de peso .

No se presente efecto en la capacidad microbicida de PMNs de

RNPEG y RNAEG. Los FPMNs de ARNFEG aumentaron su respuesta

I3



microbicida. pero esta no fus diferente a la de los PMNs incubados
con: solucion amortiguadara. Los FMN de RNAEG presentaron una
disminucion en la respuesta microbicida pero no se abservaron
diferencias respecto al estado basal .

En concordancia con nuestros resultedos., otros estudios
;—eali:adns . uvutie nan demostrado gue la quimiotaskis se estimula
cuando se incuban las celulas PMNs con levamisol (50,45).

Modai y cols observaron que PMNs procedentes de pacientes
urwmicos. incubados con levamisol exhiben un  incremento en la
quimiotaris y al igual gue nuestros resultados. cbservaroen que la
quimiotaxis alcanzod un <maximo estimule y posterior a este,
disminuyc.Resultados semejantes reportaron Wright y cols,
observando que PMNs procedentes de pacientes con Stindrome de
Hiper—IgE aumentaron su quimiotaxis cuando se incubaron con
levamisol a una dosis de 0.2 ug/ml. y disminuyd la guimiotaxis a
concentraciones de 12 pg/ ml (65).

El efecto del levamisol sobre la quimiotaxis se ha observado
que esta relacionado con los niveles intraceiulares de GMP, ya que
el movimiento celular depend= de las concentracionas intraceluiares
de GMFc y AMPc. La conversisdn de BTP a GDF realizs l1la funcion as
proporcionar los ignes fosfatos necesarios para la polimerizacion
de tubuwlina y constituir los microtubulos, gue son arganglos
necesarios para la migracion y otrasz funciones celuiares  29-90 ).
El levamisnl disminuye las cancentraciones de AMPc e incrementa el

GMFc  aumantando a su ver nmuchas funciones, entre Eellas ie



quimiotaxis (48},

El -levamisdal se ha estudiado anteriormente en otro  mooelo ae
desnutricion. Chandra observe que la respuesta iinfoproliferataiva
de los linfocitos T procedentss de nifios desnutridos v a ios cuakies
s= les administre levamiscl no s Observe: incrementa en la
linfoproliferacion (91).

Nuestros resultados sefalan que el levamisol incrementa la
fagocitasis y la aquimiotaxris, aunque el incremento en la
fagocitosis no fué diferente de la respuesta sin levamisol.

Realizando un anaslisis del efecto del levamisol en varias de
las funciones fagociticas y las caracteristicas del levamisol como
inmunomodulador, el levamisecl puede servir en Ia inmunoterapia del
recien nacido peguelin para edad gestacional ya que no tiene efecto
sabre las células fagociticas ademas de que puede actuar como
hormona timica induciendo la maduracion de celulas T. Asi mismo se
ha demostrado que en neonatos a los cuales se les ha administrado
por via subcutanea no han presentado efectos secundarios y se
conoce que el levamisol neo induce runturas cromossamicas (F2).
Concliuvende : El recién nacido pequefio para edad aqectacional
presents una ca2pacidad microbicida semejante a la dei recien
nacido eutroefico, perc tiene disminuida la capacidad de migracien
de los leucocitos polimorfonucleares, este defecto se estimulo «on
vitre mediante la incubacion de les PMis con  levamisoi a una

concentracion de Q.7up/ml.
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