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ANTECEDENTES:

El reclutamiento de las celulas inflamatorias en los focos infecciosos requiers de
|a quimiotaxis ; la quimiotaxis se ha definido como el movimiento dirigido de los
leucocitos hacia factores llamados quimiotacticos, y que esta inducida por los
diferentes gradientes de estos factores.

La quimiotaxis depende del movimiento de los leucacitos y consta de tres fases:
a) un mecanismo sensorial por ef cual la célula detecta 1a presencia de un
estimulante y la direccién del gradiente (significa que es cépaz de detectar
diferentes concentraciones de moléculas quimioatrayentes del medio ambiente),
b) un mecaniamo traductor por el que la informacion direccional se transforma
dentro del mensaje celular, en esta fase ante el estimulo de factores
quimioatrayentes se produce una polarizacion de las células y distribucion de
fos receptores en Ia supetficie de estas, y c) un mecanismo efector que
mediants |a transformacion mecénica y de’ motilidad produce polarizacién y
movimiento celular, la velocidad de las células esta determinada por Ia
temparatura y adhesividad de las mismas a las suparficies de los tejidos.

Ya se ha mencionado que la quimiotaxis implica un movimiento con direccion y
orientacién, pero en ocasiones las células pusden moverse al azar siendo
flamado este movimiento quimiocinesis. La quimiocinesis puede ser
determinada por sustancias del medio ambients, es positiva cuando el
movimiento al azer se incremanta o negativa si disminuye.

El movimiento celular es dosis-dependients y puede inhibirse cusndo el
quimloatraysnie se sncuentra afias concentraciones (1)




La llegada de las celulas inflamatorias a los focos infecciosos o traumas
requiere de una generacion de mediadores quimicos (factores quimiotacticos)
de microbios u originados del propio huesped, que atraigan leucocitos de una
manera vectorial. Esta respuesta migratoria involucra una sscuencia compleja
de vias efectoras celulares por ia ocupacién de receptores para factores
quimiotacticos en la superficie de las celulas fagociticas. El desarrolio de Ia
polaridad de Ila célula, alteraciones de la adhesividad de la membrana y otras
propiedades biofisicas como activacién de las proteinas del citoesqueleto y
secrecion de componentes granulares, contribuyen a Ia respuesta de
movimiento o quimiotaxis de la misma.

La quimiotaxis ha sido demcstrada in wvitro para neutrofilos, monocitos,
eosinofilos, basofilos y linfocitos; una variedad de factores quimiotacticos de ias
celulas ha sido caracterizados, como los fragmentos sericos derivados del
complemento: C5 C5a ges oy C3a metabolitos del dcido sraquidénico,
lsucotrienos B, (LTB,), factor activador de plaquetas y linfoquinas, estos
componentes representan los mas importantes quimioatrayentes que ragulan la
movilizacién de los neutrofilos o monocitos durante la respuesta a bacterias y
hongos,

Alteraciones en los mecanismos humorales o celulares pueden conducir a que
las funciones de los leucocitos sean insuficientes , esto puede incluir a
desordenes intrinsecos de funciones efectoras celulares requerido para el
movimiento normal, desordenes caracteriazados por inhibidores humorales de
Ia locomocion de los leucocitos, y desordenes en la formacién o inactivacion de
factores quimiotacticos (2-6),



Los agentes eticldgicos de las infecciones elaboran factores quimiotacticos
durante fa respuesta inflamatoria y ta migracién de neutrdfilos hacia los tejidos.

Los factores quimiotdcticos producidos por las bacterias son los llamados
peptidos del grupo N-formyl, estos péptidos son los responsables de la
iniciacion de la secuencia de la sintesis de proteinas en estas células, estos

péptidos son potentes quimiotdcticos para los neutréfilos (7-11)

Una deficiencia en inhibidores de factores quimiotdcticos o la excesiva

produccion de estos factores pueden causar defectos en la quimiotaxis.

Existen estudios in vifro que indican que cuando lecs neutrdfilos se exponen a
altas concentraciones de quimioatrayentes pierden la habilidad de responder a
subsecuentes exposiciones de factores quimioticticos, en ciertos pacientes con
infecciones bacterianas un defecto de la quimiotaxis puede ser secundaria a
desactivacion por Ia circulacién de quimioatrayentes que son producidos
excasivamente por la reaccién inflamatoria o por productos quimiotécticos de
microorganismos. La quimiotaxis anormal de neutréfilos reportada en pacientes
con enfermedad severa periodontal puede representar la desactivacién de
leucocitos enla circulacion por productos bacterianos contenida en la flora de la
boca.(11).

Defectos en el movimiento de los neutréfilos puede resultar en una pobre
respuesia inflamatoria y pusde existir un incremento en la susceptibilidad a las
infecciones (é). Los signos y sintomas de infeccion en pacientes con quimiotaxis
y fagocitosis anormal son frecuentemente retardados porque estos fagocitos
arriban tardiamente. Las infecciones por Staphylococcus aureus son las



infecciones mids frecuentes asi como también las infecciones por Haemophilus
influenzae.

Algunos autores fundamentan que una amplia concentracion de bacteriss
autélogas inducen quimiotaxis de células mononucleares de asmiticos no

atdpicos no teniendo efecto en [os mononucleares de sujetos sanos (12).

Las terapeuticas con extractos bacterianos se han establecido en la mayoria de
los casos sin estudios controlados o fundamentados empiricamente, reportando
ciertos autores una disminucion en la frecuencia de las infecciones (13,14). Los
extractos bacterianos utilizados pueden ser polivalentes conteniendo bacterias
gram positivas y gram negativas o bien pueden ser manovalentes compuestas

de un solo tipo de bacteria como puede ser el Staphylococcus aureus . (15-18).

Existen evidencias recisntes de que los exiractos bacterianos pueden actuar
imnhMo la resistencia no especifica, asi como una probable accién
inmunomoduladora y reguladora en la respuesta quimidtactica y fagocitica (18)
determinado por estudios realizados en modelos murinos y en células humanas
(20,21).



JUSTIFICACION:

Teniendo como antecedentes que el grupo de péptidos N-formyl producido por
bacterias pueden ser importantes quimiotacticos a bajas concentraciones , se

plantea el siguiente problema.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Puede el extracto de Staphylococcus aureus in vitro modificar la quimiocinesis
e inducir quimiotaxis de células polimorfonucleares, procedentes de sangre
periférica de donadores sanos? '

OBJETIVO GENERAL:

' Determinar si el extracto de Staphylococcus aureus in vitro puede modificar la
quimiocinesis e inducir quimiotaxis de las células polimorfonucleares de sangre
" periférica de donadores sanos.



OBJETIVO ESPECIFICO:

Medir y comparar la quimiotaxis y la quimiocinesis in vitro de células
polimorfonucleares obtenidas de sangre periferica de donadores sanos

incubadas con extracto completo de Staphylococcus aureus.

HIPOTESIS:

El extracto de Staphylococcus aureus modifica in vitro la quimiocinesis e induce

qumiotaxis de las células polimorfonucleares de donadores sanos,

VARIABLES DEPENDIENTES:

Quimiotaxis y quimiocinesis

VARIABLES INDEPENDIENTES:

Células Polimorfonucieares incubados con extracto de Staphylococcus aureus -



TiPO DE ESTUDIO. Experimental.

TIPO DE VARIABLES: Cuantitativas continuas.

CALCULO DE TAMANO DE MUESTRA:

Se estudiaron células polimorfonucieares de treinta donadores sanos



MATERIAL Y METODOS.

Se estudiaron células polimorfonucieares ( pmn) de donadores sanos de
edades entre 18 y 40 afios de edad . que acudieron al Banco de Sangre del
Hospital Infantil de México "Federico Gomez™,

La toma de la muesira de sangre fue realiza por el por personal de enfermeria
de aste servicio .

CRITERIOS DE INCLUSION:

Se incluyeron en el estudio:

Varones de 18 a 40 afios de edad.

Diagnosticados como sanos por el personal médico del
banco de sangre del Hospital Infantil de México.

CRITERIOS DE NO INCLUSION:

Varones que fueran rechazados por el personal médico del
banco de sangre dei Hospitai Infantii de México.
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METODOS:

Los Palimorfonucieares (pmn) se obtuvieron de 5 mililitros de sangre venosa
periferica de 30 donadores sano3 que acudieron al banco central de sangre de}
Hospital infantil de México "Féderico Gémez " ias mueastras fueron procesadas
en ol an ¢! Laboratorio de Inmunoquimica y Biclogia Celular de! Hospital infantil
de México "Féderico Gomez”.

La sangre fue obtenida en jeringas desschables estériles , utilizAndose como
anticuaguiante 10 U de heparina por cada mililitro de sangre. La separacion de
las colulas se realizé siguiendo ol método de Boyum (22)moadificado.

PROCEDIMIENTO:

La sangre fue obtenida y colocada en tubos de plistico de 15 mililitras |, fue
diluida y mezciada en solucién salina isoténica s volumenes iguales (1:1),
posterioremente se {e agragd 2 ml de Ficoll-Hypaque en el fondo del tubo de
una densidad de 1.077 (el cial permite Ia separacion por gradients de densidad
y centrifugacion de los mnonﬁebana formando un capa en el sobrenadante
de los PMN y eritrocitos) por diferencia de densidades la columna sanguinea
quedd superpuesia a la capa de Ficoli-Hypaque.; posteriormente se centrifugé
1500 tpm a 379C  durantes 25 minutos. Se separon las capas de
mononucieares y pmn con eritrocitos y se le agregé solucién litica para lisar a
fos eritrocitos y quedaran solamente fos pmn , se mezcio hasta que obtuvd un
color 10§ quemado, centrifugendo nuevamente & 1500 rpm a 37°C durants 10
minutos, posteriarments se desecho el scbrenadante y se resuspendio el bottn



(de pmn) , se agrego en una proporcion de 1:1 de solucion litica y se hizo un
lavado con solucion salina, se centrifugb posteriorments a 1500 rpm 5 minutos a
379C, tird el sobrenadante y el boton de pmn se resuspendio en un mililitro de
solucién de Hank (SSBH) y finaimente se realizd el recuanto del nimero total de
pmn obtenidos, con control de |a viabilidad.

RECUENTO DE PMN: El recuento del nimero de células se realizd en
microscopio 6ptico a inversion, se colocaron las células en un alicuota a dilucléﬁ
1:4 con solucion de Turk (80 p! de colorante y 20 pl de células en suspension),
se utilizé la camara de Neubauer colocando 20 p! de ia suspension con
colorante . Se obtuvo el nimero de células por cuadrantes y se calculd el
nimero de células/mililitro utilizando la siguiente formula:

No. de celulas/mi=No. de células por cuadrante x 5 x104
30 sjustaron |a celulas a 2 millones de pmn /ml.

€1 recuento celular realizado posterior a |a separacion de la sangre demostrd
que el 95% de las célules obtenides eran pmn . Asi mismo la viabilided
demostro que el 85% de las célulss se encontraban viables.

VIABILIDAD :

Se corrobord Ia viabilidad de los pmn con la técnica de colorante de azul de
tripano ( basada en que las células vivas no se tiflen a diferencia de las
muertas que se tifien de un color azul), se obtuvo una viabilidad no menor del
95%.



METODO DE PREPARACION DEL EXTRACTO CRUDO DE
STAPHYLOCOCCUS AUREUS.

Se consiguid la cepa de Staphyiococcus aureus COWAN 1, se resembrd en un
medio solido de agar Sal de Manitol se incubd duraate 24 horas en una estufa
a 370C, al siguients dia se tomd una asada y 38 cultivo en caldo de soya
tripticasa incubandose en bafio maria a 379C durante 22 horas, Posteriormente
se realizarén tres lavados con solucidn salina  centrifugando a 5,000 rpm
durante 15 minutos, se deseché el sobrenadante y el botén se resuspendio con
8 mi solucién de Hank centrifugéndose nuevamente a 5,000 rpm durante 15
minutos, una vez mas el botén es lavado y se resuspendié en en 5 ml de SSBH.

Para conocer ia concentracién de bacterias por mililitto se procedit a
determinar turbidez por el Nefelometro de Mc Farland realizando Ia lectura en
ol espectofotdmetro, para esto se comelaciond la escala de Mc Farland de
densidad bacteriena por m! con densidades Opticss en el espectofolémetro
realizando Ia lectura a 540 nm de longitud de onda, dando una lectura de 1.242
que es equivalenle a 21 x 108 bacterias . Se ajustaron ias bacterias a 1000
millones de bacterias por mililitro posteriormente la bacteria muerta por
esterilizacion se obtuvd en una autociave a 1209C durante 15 minutos

Se realizé la viabilidad resembrando la suspensién de bacterias muertas en
agar Sal de Manito| y se realizé determinacion de proteinas por el método de
Lowry encontréndose una concentracion de 53 microgramos/ml.



Se utiiizé C5a como quimioatraysnte para comparic con el exiracto bacteriano

{ control positivo) , Este quimicatrayente fues obtenido de suero AB activedo . El
principio consiste en {a activacibn de! sistema de! complemento por la via
atema al incubar el suerc con substancias como endotoxinas, agentes
particulados , diversos microorganismos teniendo como resultado la generacion
de C5a que tiene una importante accién quimioatrayente (23).

El suero AB se abtuvo de Banco de sangre det Hospital Infantit de México, y se
separd en alicuotas que se mantuvierén a -70° C hasta su uso.

" Como activador del suerc se empled zimosan ef cuai fue suspendido mediante
agitacidn en vortex, @ una concentracién de 10 mg/mi .

PREPARACION DE ZIMOSAN: a 200 mg de zimosan se {e agregaron 20 mi de
solucién salina ai 0.85% posteriormente se incubd en bafio maria & 379C

durante 30 minutos, después se dejo enfriar a temperatura ambiente , se
centrifugd & 5000 rpm durante 10 minutos y se lavd una vez con solucion salina.

Posteriormente se cbtuvieron alicuctas de 1 mi y se centrifugaron a 3000 rpm '
durante 10 minutos , se 1ird el sobranadante y se agragé 20 % de syero AB

(200 ui), a continuacion se agregd 700 1l de SSBH, se incubd nuevamente a
379C de CO2 de 25 a 30 minutos, se centrifugé & 3000 rpm durante diez

'minutos y el sobrenadante, sirvié como quimioatrayente , desechiéndose el
* sedimiento.

Se ulilizé6 como control de quimiocinesis una solucion inerte, la solucion de
Hank.



El ensayo quimiotactico lo realizamos siguiendo ia melodologia de Fuk,
Goodwin y Leonard (42), smpleando una microcamara de Boyden de 48 pozos
y fittros de nitrocelulosa de 120 um de espescr con poros de 3 um de didmetro
los cusles fueron humedecidos en solucion balanceada de Gey-Hepes-
Albumina antes de su uso.

El quimioatrayente (C5a) y ol exiracto bacteriano se colocaron en los pozos
inferiores, utilizando como testigo (migracion al azar o quimiocinesis) solucién
de SSBH en un volimen de 30 pi por pozo. Los pmn se colocarén en los pozos
superiores en volimenes de 50 (il de Ia suspension celular de 2x105/m). La
camara una vez con {o mencionado se incubd a 37°C en una atmastera de CO2
at 5% durante una hora, a cabo de eate tiempo se retird la mombfl;m de
quimiotaxis siendo fijada con stanol-agua 1:1 hasta que se realizd la tincién de
s misma.

PROCEDIMIENTO DE TINCION DE LA MEMBRANA

Se colocd la membrana 10 minutos en agua destilada hirviendo, posteriormente
38 titd con hematoxiline durante 8 minutos, nuevamente se le agregd agus
destilada hirvisndo durante 10 minutos, posterior ha esto se fe agregé écido
clorhidrico al 0.5% Se colocd la mambrana 10 minutos en agua destilada
hirviendo, durante 30 segundos se tifid con cromatropo , siguiendo Ia
colocacion en agua hirviendo durante 10 minutos , se le agregod alcohol durante
3 minutos, posteriormente propanol durante 3 minutos .y  propanol-xiio! 1:1
tambien 3 minutos, después en un caja de Petri estéril con xilol se dej6 reposar
sntes de roalizar (a lectura.
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Después a esto se fijo a un portaobjeto con resina histologica y se dejd secar

La interpretacion se realizé segun el método de Zigmon y Hirsh (41) utilizando
para tal efecto un microscopio de luz convencional, midiendo por obsetvacion
con el objetivo de 40X la distancia migrada en micras (desde donde se
encuentra ia mayor densidad de células hasta el plano donde se observen
cusndo menos cinco células), que se traduce por el recomido del tomillo
micromeétrico graduado.

Los ensayos fueron realizados por wadrlpiliendo. cada alicuota de las
sustancias utilizadas (extracto bacteriano, HHBS y C5a), fue cubierta con papel
aluminio para evitar conocer su contenido e cual fué revelado posteriormente,
despuaes de |a lectura de las membranas (al terminar el proyecto), las lecturas
de las membranas también fue realizada por una experta ( Quimica Ma de
Lourdes Ortiz) del Laboratorio de Inmunoquimica y Biologia Celular del Hospital
Infantil de México.

RESULTADOS :
(Ver tabla i y Grifica i)
Se estudiarén las células pmn de 30 donadores sancs, de edades entre 18 y 40

aflos de edad. Fueron recopilados en el banco central de sangre del Hospital
Infantil de México.

En ia tabla | se pueden observar los dstos de quimiocinesis y quimiotaxis de las
células pmn de los 30 donadores sanos estudiados.



MEDICION DE MIGRACION AL AZAR Y QUIMIOTAXIS.

Los recuentos diferenciales realizados después del proceso de separacion de
las células, demostré que el 85% o mids de las células obtenidas fueron pmn.
Asi mismo |a viabilidad controlada con azul de tripano mostré que el 95% o mis
de los pmn excluisn el colorante indicacion de que probablements todas las
células obtenidas se encontraban viabies. E rendimiento del método empleado,
on cuanto al porcentaje de pmn obtenidos a partir del nimero inicial presente on
1a sangre exiraida, fue de! 75% o més.

Si observamos nuevamente ia tabla 1, la quimiocinesis tuvo un promedio de
54.6um 18.8um.

La respuesta quimiotdctica a CSa de los pmn fue en promedio de 89um + 12.5
post incubacién de una hora a 379C y la respuesta quimiotictica con el exiracto
bacteriano de Staphylococcus aureus de estos nifos fue de 103um + 20.1um,
también post incubacion de las células una hora. (p<0.001).

Al comparar por separado los grupos de células en las que utilizd
quimiotrayents y la quimiocinesis se obtuvo que el grupo de células incubadas
con C5a comparadas con el grupo de cékilas incubadas con sokucion de Hanks
existié diferencia estadistica significativa encontrandose una p <0.001
Comparando el grupo de células incubadss con exiracto bacteriano de
. Staphylococcus aureus 'y ef grupo de células incubadas con solucion de Hans
39 encontrd también diferencia estadistica significativa (p<0.001).



Asi mismo se encontrd diferencia significativa al comparar el grupo de células
incubadas con C5a y e! grupo de células incubadas con extracto bacteriano de
Staphylococcus aureus (p=0.0002).



CONCLUSIONES

E) extracto completo de Staphylococcus aureus Cowan | nﬁmﬁh in vitro la
quimiotaxis de las celulas polimorfonucieares de donadores sanos y es
comparable con quimioatrayenfes ya conocidos como C5a.

DISCUSION

Sabemos que en la literatura (principalmente europea y japonesa se han
propuesto diferentes mecanismos que expliquen el incremento de la quimiotaxis
de los PMN ocasionado por extractos microbianos como : hongos, endotoxinas
bacterianas, componentes activos de micobacterias y agentes bacterianos poti y
monovalente como es Ubinimex un dipeptido activo de Strepfococcus , al
parecer con estos ultimos se ha encontrado induccién de IFN, IL1 asi como
incremento de {a resistencia no especifica (actividad de macréfagos y células
NK, que explicaria el efecto inmunomodulador del extracto bacteriano .
Opinamos que es necesario continuar realizando estudios controlados, donde
tanto in vitro como in vivo se confirme o se rechace el efecto sobre la
quimiocinesis de las células de primera linea y el estimulo en la produccién de
citocinas , que se ha propuesto con ¢! uso de exiractos bacterianos mono o
polivalentes, para a su vez demostrar su beneficio clinico, purificar, estandarizar
y reglamentar su uso en el paciente.



TABLAI
EFECTO IN VITRO DEL EXTRACTO DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS
SOBRE LA QUIMIOTAXIS DE PMN DE DONADORES SANOS
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QUIMIOTAXIS Y QUIMIOCINESIS DE DONADORES SANOS
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