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I. INTRODUCCION

Recientemente se ha empezado a entender el importante papel
intermediario que tiene el sistema inmune en 1la interaccién de
desnutricién, inmunocompetencia y enfermedades infecciosas. Ahora
sabemos que cualquier circunstancia que comprometa el optimo estado
nutricional, puede afectar la funcién inmune. Por lo tanto es de
esperarse que se reduzca la capacidad del huesped para competir ante
la exposicidén a un agente infeccioso, se incremente el riesgo de una
enfermedad que incluso lo conduzca a la muerte (1).

Estudios clinicos, de laboratorio y epidemiolégicos han demostrado
que la desnutricién afecta la mayoria de los mecanismos de defensa.
Las alteraciones de los mecanismos inmunes en el huesped desnutrido
comprometen desde 1la integridad de 1las barreras fisicas hasta
defectos méAs profundos de la inmunidad celular, humoral, sistema
complemento y funcién de las células fagociticas, lo cual nos hace
considerar al paciente desnutrido como huesped inmunocomprometido (1,
2).

Las células fagociticas junto con factores humorales, Jjuegan un papel
importante en la defensa del huesped contra infecciones bacterianas y
algunas fingicas. En estudios recientes se han evaluado la actividad
funcional de estas células en algunas entidades clinicas e
inmunodeficiencias incluyendo desnutricién y se han encontrado
defectos especificos en la adherencia, quimiotaxis, fagocitosis y

capacidad microbicida de dichas células, funciones que son reguladas



por factores humorales y receptores celulares (1, 3, 6, 9, 16, 73,
82) .

De interés particular ha sido el estudio de los receptores de
opsoninas (Fc RIII, CR1 y CR3) y en estudios previos hemos encontrado
datos que nos sugieren alteraciones en la expresién de estos
receptores en los PMNs de nifos con desnutricién e infeccién
bacteriana aguda (3).

El propésito de este trabajo fué determinar la expresién de
receptores de opsoninas en PMNs de nifios con desnutricién e infeccién
bacteriana aguda y evaluar la capacidad de la célula para modular la

expresién de estos receptores ante estimulos inflamatorios.

II. ANTECEDENTES

A. Desnutricién - Infeceién - Inmunidad.

La desnutricidén es uno de los principales problemas pedidtricos en el
mundo. La prevalencia mundial de desnutricién es dificil de
determinar aunque es mayor en paises subdesarrollados, en sitios con
guerras civiles, en economias frigiles y en regiones marginadas de
paises industrializados. Al igual que en otros paises en desarrollo,
en nuestro pais el problema de salud que representa la desnutricidn
alcanza proporciones altas. Durante el periodo de 1983 a 1985, en
el &mbito de trabajo del Programa IMSS-COPLAMAR, se efectud
conjuntamente con la comunidad, la bisqueda de casos de desnutricién
entre los menores de 5 afios y se encontrd que el 34.5% del grupo
estudiado tenia algin grado de desnutricién. La frecuencia de este

padecimiento fué mayor en entidades federativas con alto grado de
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marginacién, donde el porcentaje de desnutridos fué del 45.5%
contrastando con un 17.7% registrado en 2zonas de marginacién media
(4). En 1990, de acuerdo a un estudio probabilistico, el 42.3% de
los nifios menores de 5 afios presentaron algin grado de desnutricién,
concluyendose que 3,767,000 infantes eran desnutridos y de estos 65
mil tenian desnutricidén de III grado (5).

Tanto en los paises en desarrollo como en las grandes ciudades de
paises industrializados, las causas de la desnutricién son similares,
cambiando en algunas ocasiones el o6rden de frecuencia: 1) aporte
inadecuado de nutrientes por ingesta insuficiente, malos h&bitos de
alimentacién 6 restriccién de la misma por costumbres culturales 6
religiosas, 2) inadecuada wutilizacién de 1los nutrientes, por
problemas de mala absorcién, enfermedades inflamatorias
gastrointestinales entre otras, y 3) incremento de la demanda de
nutrientes, por efecto directo como en el caso de las neoplasias y el
hipertiroidismo, infecciones agudas & crdénicas y situaciones de
estrés come trauma y cirugia (1, 6). La infeccidn por si misma es
causante de un mayor gasto energético y de nutrientes lo que a su vez
puede inducir desnutricién. De tal manera, 1la interrelacidén entre
Nutricién, Inmunidad e Infeccidén crea un circulo vicioso que
repercute directamente sobre la morbilidad y mortalidad en estados de
deficiencia nutricional (7,8).

Las anormalidades en los mecanismos de defensa del hospedero
desnutrido son maltiples (Cuadro 1) y comprometen la inmunidad
humoral (9), la inmunidad mediada por células (10,11), el sistema de
complemento (12) y la funcién de las células fagociticas (13), donde

se ha observado incremento en la funcién de adherencia en condiciones
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basales y pobre respuesta a los estimulos inflamatorios, que dan como
resultado déficit en 1la movilizacidén de las células fagociticas
(14,15). Asociado a este incremento en la adherencia, ocurre
disminucién en la quimiotaxis, y es posible que ello sea consecuencia
de alteraciones en 1la membrana celular y se relacione con
anormalidades de la morfologia incluyendo receptores de membrana, que
modulan estas funciones, situacién que conduce a una respuesta
anormal ante el estimulo quimiotactico (14,16,17). Aunque se ha
visto por microscopia electrénica que los PMNs y mononucleares de los
sujetos con desnutricién no muestran anormalidades en la formacién de
vacuolas fagociticas, la fusidn de fagolisosomas 6 la degranulacién,
el proceso de muerte intracelular por sus diferentes mecanismos puede
estar alterado (18).

En infecciones bacterianas, los mecanismos de opsonizacién son de
gran importancia y estdn determinados por la respuesta inmune del
hospedero y 1la naturaleza bioquimica de 1la superficie bacteriana
(19). En términos generales, la opsonizacién estd dada por
inmunoglobulinas de clase G y M y componentes resultantes de 1la
activacién del sistema de complemento como C3b y C3bi entre otros
factores. Los trabajos encaminados a evaluar estos mecanismos en
individuos desnutridos son escasos y principalmente dirigidos al
estudio de la capacidad opsdnica del suero mds que al reconocimiento

de particulas opsonizadas (20).



CUADRO 1

FUNCION INMUNE EN EL DESNUTRIDO

Niveles de anticuerpos normales

Inmunidad Humoral o elevados; respuesta antigénica
especifica variable. Secrecién
de IgA deficiente.

Disminucién del nimero de células
T, disminucién de la respuesta in

Inmunidad por Cé&lulas vitro de las células T
a diferentes mitdégenos y anergia
cutanea.

Complemento CH50 disminuido. Variacidén en los

niveles de sus componentes.

Células fagociticas: Incremento de la adherencia.

PMNs, MNs, Macrdéfagos Disminucidén de la quimiotaxis,
fagocitosis y capacidad
microbicida.

B. Participacidén de los Neutrdéfilos PMNs en el sistema inmune.

La importancia de las células fagociticas como mecanismos de defensa
en infecciones bacterianas se conoce desde los estudios de Elie
Metchnikoff hace m&s de 100 afios. En experimentos con invertebrados
marinos, &l observé que ciertas especies de hongos podian ser
ingeridas y destruidas por fagocitos, mientras que las gque no
llegaban a destruirse, desencadenaban enfermedad diseminada y fatal.

De esto dedujo que las anormalidades de las células fagociticas
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podian comprometer las defensas del hospedero. Un siglo més tarde,
se pudo demostrar este hecho al reconocerse entidades que se
manifestaban con infecciones bacterianas y fangicas fulminantes en

casos de deficiencias cuantitativas & funcionales de los neutréfilos

polimorfonucleares (21).

1. Origea y proceso de maduracién de los Neutrdfilos PMNs.

Los neutréfilos PMN se derivan de células hematopoyéticas
pluripotenciales localizadas en la médula O&sea. La produccién y
diferenciacién de estas células, depende de los factores
estimuladores de colonias (22), dque son moléculas glicoprotéicas
producidas por macréfagos y linfocitos T activados (23), ademas de
otras moléculas como lactoferrina neutrofilica y prostaglandina E,
que actuan inhibiendo 1la produccién y secrecién de factores
estimuladores & evitando en forma directa la proliferacidén de las
células hematopoyéticas (24).

En la especie humana se conocen: 1) GM-CSF alfa & Factor Estimulador
de Colénias de Granulocitos y Macrdfagos, 2) G-CSF o Factor
Estimulador de Granulocitos, 3) M-CSF o Factor Estimulador de
Colonias de Macroéfagos y 4) Interleucina 3 o Multi-Factor Estimulador
de Colonias (22). Estas glicoproteinas determinan la diferenciacién
del mieloblasto hacia las lineas monocitica & granulocitica. Cuando
se diferencia hacia la serie granulocitica, el desarrollo vy
maduracién del PMNs sucede en 2 etapas (mitética y no mitdtica) con
duracidén de 1 semana cada una de ellas (figura 1). En la primera
fase, 1la diferenciacién es de mieloblasto --- promielocito =---

mielocito, aqui aparecen los grénulos citopldsmicos de los PMNs. En
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la etapa no mitética, la diferenciacién es de metamielocito =~-~-
neutr6filos inmaduros o© en banda ===~ neutréfilos maduros o
segmentados (23). Cuando ocurre la maduracién morfolégica, se
producen cambios antigénicos, enzimdticos y funcionales en los
neutréfilos segmentados (25). Durante la fase de promielocito,
aparecen los receptores Fc, gue son funcicnales poco después de su
aparicién. Los receptores para complemento (CR1 y CR3) estan
presentes en las fases de metamielocito y neutréfilo inmaduro. Al
mismo tiempo que ocurre la diferenciacidén de los receptores Fc, la
c¢élula es capaz de fagocitar y durante la fase de mielocito ya posee
actividad microbicida dada principalmente por mecanismos no
oxidativos, para alcanzar su funcionalidad total en 1la fase de
neutr6filo en banda (figura 2), donde ya presenta mecanismos
oxidativos y desarrolla actividad quimiotéactica (26).

Los neutréfilos maduros, contienen un nficleo multilobulado altamente
condensado, gran abundancia de granulos citoplésmicos de varios
tamafios que son morfoldgica, bioquimica y funcionalmente distintos.
Los grénulos primarios corresponden a lisosomas, también llamados
azurdfilos, son peroxidasa positivos y generalmente mds densos y
grandes gque los peroxidasa negativos. Contienen hidrolasas &cidas y
diferentes enzimas, asi como proteinas catidnicas con potente
actividad bactericida y fungicida (27).

Los grénulos secundarios o especificos son ricos en glicoproteinas y
mds numerosos que los azurdfilos. Contienen lisozima, lactoferrina,
proteinas fijadoras de vitamina B, citocromo b y receptores para

quimioatractantes como N-formil péptidos, CR3, laminina y
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componentes del complejo enzimdtico que produce perdxido de hidrogeno
(13, 28, 29).

Los grénulos terciarios se distinguen por la presencia de fosfatasa
dcida, colagenasas y gelatinasa; algunos componentes y funciones
relacionados con los gra&nulos especificos pueden residir en los
granulos terciarios (13, 30, 31).

La funcionalidad de los PMNs depende en gran parte de la constitucién
del citoesgueleto, el cual, como en otras células posee microttbulos,
microfilamentos y en menor proporcién filamentos intermedios. Hacia
la periferia del citoplasma y en los pseudopedos, se encuentran
filamentos de actina y proteinas fijadoras de actina, formando una
malla, mientras gue el cuerpo de la célula lo forman filamentos
intermedios y polimeros de tubulina que en alguna extensidn penetran
en el citoplasma periférico. La interaccidén de estas moléculas ademés
de la miosina, permiten la contractilidad de 1la célula y otras
funciones como fagocitosis, endocitosis, pinocitosis, movilizacién de
vacuolas, lisosomas y graénulos hacia la periferia y superficie
celular (32).

En ausencia de infeccidén, el egreso de los PMNs de la médula osea se
limita a las células morfoldgicamente maduras gue permanecen Como
reserva medular durante 2 dias aproximadamente, hasta gue factores
mecénicos, de maduracién celular y humorales desencadenan la
liberacién de los PMNs a la circulacidn (33).

El neutréfilo maduro tiene una vida media de 6 a 7 hr en circulacién
{34). El1 nGmero de PMNs varia de acuerdo a la edad como lo muestran

los datos recabados por P.R. Dallman. Tabla 1 (35).
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TABLA 1

NUMERO DE LEUCOCITOS TOTALES Y PMNs DE ACUERDO A EDAD

EDAD LEUCOCITOS TOTALES (103) PMNs (103)
MEDIA LIMITES MEDIA LIMITES %
Al nacer 18.1 9.0 - 30.0 11.0 6.0-26.0 61
12 hr. 22.8 13.0 - 38.0 15.5 6.0-28.0 68
24 hr. 18.9 9.4 - 34.0 11.5 5.0-21.0 61
1 sem. 12.2 5.0 = 21.0 5.5 1.5-10.0 45
2 sem. 11.4 5.0 - 21.0 4.5 1.0- 9.0 40
1 nmes 10.8 5.0 - 19.5 3.8 1.0~ 9.0 35
6 meses 11.9 6.0 - 17.5 3.8 i.0- 8.5 32
1 ano 11.4 6.0 - 17.5 3.5 1.5~ 8.5 31
2 afios 10.6 6.0 - 17.0 3.5 1.5- 8.5 33
4 afos 9.1 5.5 - 15.5 3.8 1.5~ 8.5 42
6 afios 8.5 5.0 - 14.5 4.3 1.5~ 8.0 51
8 afios 8.3 4.5 - 13.5 4.4 1.5« 8.0 53
10 afios 8.1 4.4 - 13.5 4.4 1.8- 8.0 54
16 afios 7.8 4.5 - 13.0 4.4 1.8~ 8.0 57

P. R. Dallman (35)

En individuos normales, el conteo de neutrdfilos de sangre periférica
puede subestimar el valor real de neutréfilos en circulacidn ya que

la mitad a dos terceras partes del total pueden encontrarse como
13



neutréfilos marginudos, secuestrados en vénulas o capilares, y ante
estrés, inflamacidn u otros factores, pueden liberarse y activarse

para el proceso fagocitico (36).

2. Localizacidén del proceso infecciosos y evento fagocitico.

Cuando ocurre invasién tisular por diversos microorganismos, entre
ellos bacterias, los PMNs localizan el proceso infeccioso mediante
una serie de eventos como adherencia al endotelio vascular,
marginacidn a lo largo del endotelio vascular, migracion
transendotelial y quimiotaxis. Una vez localizado el sitio de
infeccién, desarrollan otros eventos encaminados a la destruccién de
los microorganismos invasores, como el reconocimiento de
microorganismos mediante proteinas de adhesién o a través de
receptores, fagocitosis de microorganismos sin opsonizar |y
opsonizados y finalmente, muerte intracelular producida por
mecanismos oxidativos y no oxidativos (13). A esta serie de funciones
que desarrollan los PMNs se le ha denominado en conjunto Fagocitosis

(33,37).

« Adherencia.

La adhesién de los neutréfilos al endotelio vascular es un fenémeno
complejo. Depende por un lado de los efectos de mediadores
inflamatorios sobre las células endoteliales adem&s de los productos
gue de ellas se derivan (38) y por otro, de la expresiédn de proteinas
denominadas Moléculas de Adhesidén, en la membrana de las células
endoteliales y leucocitos, que permiten una adherencia especifica

entre ambos tipos celulares (39).
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Las moléculas de adhesién que estdn implicadas en la inflamacién,
hasta el momento se han agrupado en cuatro clases (Figura 3). Cada
una de las clases de moléculas se unen con 1ligandos especificos
(contrarreceptores) de otros grupos. En las células endoteliales se
expresan E-selectinas (antes denominada ELAM-1) y P-selectinas
(PADGEM, también expresada en plaquetas). Otras moléculas que
también se expresan en las células endoteliales son dos miembros de
la superfamilia de las Inmunoglobulinas ICAM-1 e ICAM-2 que son los
contrarreceptores de las beta-Integrinas de los leucocitos (40). El
término de "integrina" se conoce desde 1980 cuando se observé que
varias proteinas de superficie celular descubiertas individualmente,
tenian estructuras y funciones similares, ademds de gque unian el
citoesqueleto con macromoléculas u otras células. En los leucocitos
se expresan estas integrinas que son heterodimeros constituidos por
14 subunidades alfa y 8 beta (41). Integrinas con subunidades beta 2
también conocidas comc CD18 se expresan solamente en los leucocitos y
tres de estas formas son expresadas en los neutrdéfilos (CDlla, CD11b,
CcDl1c/CD18) . Otras moléculas como L-selectinas Yy los
contrarreceptores para las E-selectinas y P-selectinas se también se
expresan en los leucocitos (42, 43).

Investigaciones en pacientes con deficiencia del receptor para la
fraccién C3bi del complemento (CR3 & CD11lb), dieron lugar al
conocimiento sobre la regulacién que ejercen las beta integrinas &
complejo glicoprotéico CD11/CD18 sobre el fendémeno de adherencia de
leucocitos (44). De acuerdo a la nomenclatura adoptada en el Tercer
Taller Internacional sobre Diferenciacién de Antigenos Leucocitarios,

a las subunidades alfa (LFA-1, Mol, y p 150.95) se les denoniné
15



Chlla, CD1llb y CDllc respectivamente; y a la subunidad beta CD18
(45). Este complejo glicoprotéico ademis de participar en el fendmeno
de adherencia, regula la agregacién de PMNs, adhesién a substratos
dependientes del receptor CR3 y quimiotaxis entre otras funciones
(46) .

. Quimiotaxis.

Los neutréfilos migran a los sitios de infeccidén o inflamacién en
respuesta a substancias quimiotdcticas que son generadas en tales
sitios. Factores gquimiotdcticos bién definidos incluyen Csa,
producto de la ruptura de C5 durante la activacidén de la cascada de
complemento; leucotrieno B4, producto del metabolismo via
lipooxigenasa del Acido araquidénico; el factor activador plaguetario
(PAF); linfocinas y productos de la sintesis protéica de bacterias
como N-formil peptidos.

Aunque los receptores para formil peptidos, C5a y leucotrieno B4 son
distintos, la respuesta de la célula a cada ligando es similar:
aumento de 1la adhesividad, aumento de receptores gquimiotacticos,
liberacién del contenido de granulos especificos y la iniciacién del
estallido respiratorio (47).

Los neutré6filos  pueden registrar los quimioatractantes en
concentraciones nanomolares y migrar hacia ellos. Se estima que
estas células responden a gradientes tan pequefios como una diferencia
de concentracidén del 1% a través de su superficie. Esta gran
sensibilidad para detectar minimas diferencias de concentracién esta
determinada por receptores de membrana especificos a los
quimioatractantes, asi el PMN puede ser capaz de detectar la

activacién de estos receptores en diferentes partes de su superficie,
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integrar la informacién y traducirla en un movimiento direccional
(47) .

Los quimioatractantes han sido un modelo de estimulo para el estudio
de la activacién de neutréfilos y macréfagos. Cuando se ocupa el
receptor para quimioatractantes, el complejo ligando - receptor
formado, interactGa con las proteinas fijadoras de nucledtidos de
guanina, resultanto la formacién de proteina G activada, la cual
activa la fosfolipasa C en la membrana plasmdtica. La activacién de
fosfolipasa C da como resultado hidrélisis de fosfatidil inositol
(IP) y se genera 1, 4-5 trifosfato de inositol (IP3) y diacilglicerol
(DAG) . El IP3 induce la liberacién de Ca++ de los depdsitos
intracelulares gque junto con DAG produceir translocacién de la
proteina-cinasa C (PKC) hacia la membrana plasmatica (Fig. 4).
Estos eventos conducen a la fosforilacidén de la membrana plasmatica,
funciones secretoras dependientes de Ca++, remodelacién de 1la
membrana plasmdtica y reorganizacidén del citoesqueleto. Los cambios
anteriores, modulan la expresién de receptores proporcionando mayor
namero de ellos a partir de los depésitos intracelulares &
reciclando los mismos lo que confiere una mayor sensibilidad a 1la
célula hacia el quimioatractante y ademds afectan la polaridad,
adherencia y otras funciones celulares, que constituyen un complejo

mecanismo de retroalimentacién (48).

. Opsonizacidén y Fagocitosis.
La forma mAs rudimentaria de reconocimiento entre fagocitos vy

particulas ocurre cuando estas se unen a las células sin producir
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alguna respuesta activa. Esta unién puede ocurrir como resultadc de
la cercania con la particula & por interaccién de cargas.

Un reconocimiento més complejo es aquel que activa una serie de
mecanismos efectores en el fagocito como aumento en la adhesividad de
la membrana con la simultanea invaginacién de la misma que causa la
formacién de vacuolas endociticas y aquellas reacciones encaminadas
a modificar y destruir particulas a través de la degranulacién vy
activacién de enzimas y otros metabolitos téxicos.

Algunos microorganismos patégenos y células, alGnque sean reconocidos
por los fagocitos, requieren ser cubiertos con proteinas especificas,
proceso llamado "opsonizacidén" [del griego opsono: preparar para
ingerir] (37).

Los sistemas de opsonizacidn mejor caraterizados del suero son
Inmunoglobulinas y Complemento. Para que la actividad opsénica de la
IgG sea adecuada requiere gque la regidén Fc de la molécula se
encuentre intacta. Las subclases que principalmente participan son
IgGl e IgG3. Los anticuerpos se combinan por su porcidén variable
(Fab) con el microorganismo y por su regién Fc a receptores
especificos en la superficie celular, formando de esta manera un
puente entre la célula y el microorganismo (49).

La unidén de IgG a ciertas particulas puede ser suficiente para la
opsonizacién, pero esto no ocurre con IgA o IgM. Sin embargo, IgM
participa en la opsonizacidén cuando se une a una superficie implicada
en la activacién del complemento. La activacién causa que un
fragmento de C3 con expresidén opsénica, se fije firmemente a 1la
superficie de una particula tanto por uniones hidrofébicas como por

enlaces covalentes (49, 50, 51). C4 y C5 pueden tener alguna
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actividad opsénica, pero esta es menor con respecto a C3. La
fijacién de 1los fragmentos opsonicamente activos de €3 a las
particulas con superficies polisacaridicas puede ocurrir sin
inmunoglobulina, a través de la activacién de la via alterna del
complemento.

La contribucién relativa del anticuerpo y C3 en la opsonizacién es
variable. La opsonizacién optima de patdégenos encapsulados como
neumococo, requiere de anticuerpos anticapsulares tipo especifico,
los cuales fijan €3 por la activacién del complemento. Por otro
lado, la opsonizacién de estafilococo puede producirse en suero
hiperinmune con altas concentraciones de IgG unicamente. En el suero
normal, la opsonizacién de estafilococo puede ocurrir tanto por
anticuerpos como por la activacién del complemento. Estos ejemplos
de interaccién de microorganismos con opsoninas sericas, reflejan la
variedad de reacciones posibles dependiendo del microorganismo,
condiciones del huesped, y probablemente de las condiciones de
cultivo del microorganismo el cual puede tener influencia en 1la
naturaleza de la superficie del organismo (37).

Ig6 y €3 opsonicamente activos también participan en el
reconocimiento de las células animales por Llos fagocitos. Estas
opsoninas estan implicadas en reacciones inmunolégicas de tipo
isoinmune, autoinmune y asociadas a drogas en eritrocitos, leucocitos
Y plaquetas. IgM activa 1la opsonizacién a través de C3 en
transfusiones implicando isohemaglutininas y reacciones autoinmunes
contra eritrocitos. IgG, con o sin la participacién de C3, opsoniza
eritrocitos en reacciones isoinmunes implicando Rh y otros antigenos

(37, 49).
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Otras proteinas séricas pueden tener papel opsdnico como la proteina
C reactiva (51), tufsina y la fibronectina (52). Una glicoproteina,
alfa-globulina, incrementa la adsorcién de emulsiones de 1lipidos
cubiertos con gelatina en células hepaticas en presencia de heparina.
Esta proteina y algunos de sus fragmentos proteoliticos, se ha
propuesto que participan en la depuracién de proteinas
desnaturalizadas. Azicares fosforilados, particularmente manosa,
pueden determinar el reconocimiento de algunas glicoproteinas
cireulantes para su depuracién, ademfs de que inhibe la fagocitosis
de paredes de levaduras como zimozan por los macrofagos (37).
Participacién de los iones de Ca++ en la fagocitosis.

Cuando ligandos especificos se unen a receptores en los fagocitos, se
generan sefiales gue activan a las células y uno de los cambios que
se producen son flujos de iones y reacciones metabélicas gque
funcionan como segundos mensajeros. La estimulaciédn de fagocitos con
péptidos quimiotécticos, particulas opsonizadas y otras substancias,
causan una répida despolarizacién de la membrana celular y un flujo
transmembrana de iones monovalentes en forma transitoria (853).
Tambi&n el calcio participa como potencial mensajero en las
reacciones de fagocitosis. La estimulacién de fagocitos, produce
influjo y/o eflujo de calcio, d&ependiendo del estimulo empleado.
Factores peptidicos quimiotacticos y particulas opsonizadas, pueden
causar entrada de calcio a la célula y un incremento del calcia libre
citosélico, seguido de eflujo del mismo (54). Por otro lado, esteres
de forbol, unicamente producen salida de calcio y disminucién del
calcio libre citosélico posiblemente por estimulacidén directa de la

bomba de calcio (54).
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El papel del calcic como un segundo mensajero, deriva del hecho de
gue se une a un nimero de moléculas implicadas en la respuesta
fagocitica. Estas moléculas incluyen: a) gelselina, que fragmenta
los filamentos de actina en presencia de concentraciones de calcio
inferiores a micromoles; b) calmodulina, que activa una fosforilasa y
una cinasa para la cadena ligera de 1la miosina, produciendo
glucogenolisis y ensamblaje y activacién de las moléculas de miosina
(37, 55); c) fosfolipasa A2, que inicia la cascada del metabolismo
del dcido araquidénico y d) proteina C cinasa, una enzima dependiente
del calcio que fosforila algunas proteinas en las células, incluyendo
los fagocitos y relacionada con el receptor para ésteres de forbol
(37,56). Ademas, la actividad de esta enzima y su activacién por el
calcio estd influenciada por la presencia de fosfolipidos (37).

Otra reaccién metabdlica presente durante la activacién fagocitica es
el reciclaje de fosfolipidos que se incrementa con la estimulacién de
los fagocitos, cuyos fosfolipidos son ricos en araquidonato, que
sirve de substrato para la generacidén de eicosanoides bioactivos
(37).

Es necesaria una optima fluidez de membrana para gque pueda ocurrir la
fagocitosis asi como la interaccidén de proteinas contréactiles. El
reconocimiento de la particula origina un eflujo de calcio en el
sitio de contacto de la particula con la célula, produciendo que el
calcio libre citosdlico en esa regién sea menor que en las zonas
adyacentes. Esto causa que la gelsolina sea menos activa que en
otros sitios, resultando el ensamblaje de actina y mayor gelacidn en
dicha zona. La miosina contrae el gel, el cual forma el pseudopodo

que rodea la particula. La banda formada por las prcheinas asociadas
21



a la actina y la miosina de la cara citoplasmica, remueven el soporte
de la membrana y promueven la formacidén de 1la vesicula. Las
vesiculas formadas se asocian o recubren de una léamina bidimensional
de una proteina llamada caltrina, gue confluyen en una estructura
icosaedrica que rodea a la vesicula. Este tipo de vesiculas
cubiertas son frecuentes en la fagocitosis de particulas unidas a
receptores (57,58). Durante la fagocitosis, cantidades substanciales
de membrana son internalizadas pero estas sufren reciclaje y regresan
a la superficie de la célula y algunos componentes de las vesiculas
formadas pueden ser incluidos & excluidos selectivamente de las
vacuolas. Los receptores que participan en la fagocitosis son

incluidos mientras gque los sistemas de transporte y aminodcidos

generalmente se excluyen (59).

. Actividad Microbicida

Cuando las particulas unidas a la superficie de los fagocitos son
ingeridas y se ha formado el fagosoma, ocurren algunos mecanismos
para la destruccién de particulas o microorganismos: 1) fusidn del
fagosoma a los grénulos citoplésmicos y la subsecuente descarga del
contenido de los gré&nulos al fagosoma, proceso denominado
degranulacién y 2) 1la generacién de productos derivados de la
reducciédn del oxigeno que son altamente toxicos, proceso llamado
estallido respiratorio. La muerte y digestién de particulas o
microorganismos depende de estos mecanismos.

1) Degranulacidn. Todas las células fagociticas implicadas en 1la
muerte de microorganismos contienen enzimas hidroliticas y otras

proteinas microbicidas empacadas en vesiculas limitadas por membrana
22



dencminadas lisosomas. Como ya se ha mencionado, durante el proceso
de maduracidn del PMN aparecen los gré&nulos primarios o azurdfilos en
el estadio promielocitico y los grénulos secundarios o especificos en
el mielocitico. E1 contenido de estos grénulos se ha estudiado
extensamente mediante técnicas histoguimicas y biogquimicas y se

muestra en el cuadro 2.

CUADRO 2
CONTENIDO DE LOS LEUCOCITOS
POLIMORFONUCLEARES
GRANULOS

CONTENIDO AZUROFILOS ESPECIFICOS
Enzimas Mieloperoxidasa
Microbicidas Lisozima Lisozima
Serina~- Elastasa
Proteasas neutras Catepsina G

Proteinasa 3
Metaloproteinas Colagenasa
Hidrolasas &cidas N-~acetil-B~glucosaminidasa

Catepsina B

catepsina D
Beta-glucoronidasa
Beta~glicerofosfatasa
alfa-manosidasa

Otros Proteinas catidnicas Lactoferrina
bacterianas (defensinas) Proteina de

unidn B12
Citocromo b

Histaminasa

Receptores
£-MLP
CR3

Adaptado de Fallon y Gallin (60).
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Se ha definido la secuencia por la cual ocurre la degranulacién y se
ha demostrado que durante la fagocitosis de particulas, la fusién gde
los granulos especificos con la membrana plasmitica, y la consecuente
descarga de su contenido al 1ligquido extracelular (exocitosis),
precede a la fusién de la membrana con los grdnulos primarios,
situacién que permite proponer que los granulos especificos estén
adaptados unicamente para funciones secretoras, pues posterior a la
accién de determinados estimulos, los granulos especificos pueden
fusionarse con la membrana en ausencia de fusidn con los lisosomas
primarios (61). Ademds, los granulos secundarios a través de su
fusidén con la membrana plasmatica, contribuyen al recambio tanto de
receptores como de la misma membrana, interviniendo de esta forma en
la regulacién de los fenomenos de agregacién, migracién y estallido
respiratorio (52,61). Los granulos primarios, a través de su fusién
con los fagosomas (fusién fagolisosémica), intervienen principalmente
en los mecanismos microbicidas intracelulares de los PMNs (52,60).

Los mecanismos microbicidas de los PMNs pueden ser divididos de
acuerdo a su dependencia del oxigeno en oxidativos y no oxidativos.

Cuadro 3.
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CUADRO 3

MECANISMOS MICROBICIDAS DE LOS LEUCOCITOS
POLIMORFONUCLEARES

1. INDEPENDIENTES DE OXIGENO

A, Acidez

B. Defensinasg

C. Lisozima

D. Lactoferrina

E. Catepsina G

F. Elastasa

G. Proteina inductora de la permeabilidad

2. DEPENDIENTES DE OXIGENO

A. Mediado por mieloperoxidasa

B. Independiente de mieloperoxidasa
a) Perdxido de Hidrdégeno (H202)
b) Anién superédxido
c) Radical hidroxilo
d) Singletes de oxigeno

Adaptado de Klebanoff (62).

La existencia de mecanismos no oxidativos se apoya en el hecho de que
tante los granulocitos de individuos normales (colocados en
condiciones anaerdbicas), como los de pacientes con Enfermedad
Granulomatosa Crdénica (EGC), son capaces de matar a una variedad de
microorganismos. Aun cuando algunas células humanas son incapaces de
desencadenar el estallido respiratorio y esto disminuye su
efectividad para matar mruchas especies de microorganismos catalasa
positivos, @especies de @estafilococo, entercbacterias, Candida
albicans, Pseudomonas aeruginosa, bacterias anaerobias o Candida
parapsilosis, la destruccién de estos patégenos ocurre por otros

mecanismos y bajo condiciones de anaerobiosis (61).
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Estas observaciones indican gque 1los mecanismos microbicidas no
dependen unicamente del oxigeno para su efectividad sino de otros
factores como acidez, lisozima, proteinas catidnicas, lactoferrina,

proteasas y factores séricos que se describir&n brevemente.

Acidez. Durante la fagocitosis, la concentracién del ién hidrégeno
en el fagosoma incrementa. Se estima que el pH de las vacuolas
fagociticas varia de 3.0 a 6.0 dependiende de la especie estudiada.
El incremento observado en la concentracién del ién hidrégeno puede
ser el resultado de la producciédn durante la glicédlisis, de lactato
necesario para la fagocitosis, del depésito de substancias &cidas en
el fagosoma de los gréanulos lisosomales o de otros mecanismos. La
acidificacién de 1la vacuola fagocitica facilita 1las reacciones
microbicidas por dos mecanismos, en el primero, algunas bacterias son
destruidas por acidos orgénicos en el medio &cido, o por A&cidos
lipofilicos y en el segundoc y probablemente el més importante, la
acidificacién puede optimizar la funcién de otros sistemas
enzimdticos antimicrobianos por ejemplo el de Haluros~H202-MPO o

lisoczima encontrada en el fagosoma (37, 61).

Lisozima. La lisozima es una de un grupo de enzimas que hidrolizan
las paredes celulares bacterianas. Especificamente ataca el enlace
B-l-4~glicosidico que une el &cido N-acetil murémico y N-acetil
glucosamina en la estructura del peptidoglicano. Por su
especificidad por el peptidoglicano la lisozima es activa unicamente
contra bacterias. Los estudios de interaccidn entre microorganismos

y lisozima, han facilitado el entendimiento de la estructura de las
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paredes celulares de las bacterias y la manera en que los fagocitos y
factores humorales actGan conjuntamente para destruir los
microorganismos. El sistema anticuerpo-~complemento, una combinacién
de H,0, y ascorbato, asi como el pH alto o bajo, facilitan la accién
de 1la 1lisozima en bacterias resistentes. Quizd el papel nmnas
importante de la lisozima en la funcién de los neutrdfilos puede ser
el de digerir las bacterias fagocitadas una vez que son destruidas,

mds que actuar como agente bactericida primario (61, 63).

Proteinas catiénicas. Se demostré que las proteinas cationicas con
actividad antifungica en los granulocitos humanos y monocitos,
residian en los gré&nulos azurdfilos primarios. Estas proteinas son
mids activas a un pH neutro y ré&pidamente impiden la habilidad del
microorganismo para replicarse sin destruir su integridad
estructural. Las proteinas cationicas de bajo peso molecular, son
mas potentes contra estafilococos gque contra bacilos gram negativos;
esta actividad puede correlacionarse con una pronta inhibicién de la
respiracién bacteriana, inhibicién de la sintesis protéica, DNA y RNA
y con la entrada de un marcador catiénico Rb86, el cual se excluye
normalmente de la bacteria. El efecto de las proteinas catidnicas y
el del sistema H,0,-MPO, puede ser aditivo en la muerte de bacterias
susceptibles (61). La proteina catibénica de alto peso molecular
aislada por Weiss, ré&pidamente inhibe 1la replicacién de algunas
especies gram negativas pero es inactiva contra cocos gram positivos
y hongos. BAdemés incrementa la permeabilidad de la membrana externa
a moléculas que normalmente son excluidas como la actinomicina D y

altera la sintesis de macromoléculas en organismos susceptibles. La
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proteina catidénica de alto peso molecular de granulocitos humanos,
puede disparar la actividad de fosfolipasas endogenas de bacterias
susceptibles. El mecanismo preciso por el cual estas proteinas
ejercen su efecto no estd completamente definido y requiere de otros
estudios; sin embargo, su accién puede ser inhibida por la heparina
polianiénica o por 1la adicién de ca++ o Mg++ al medio. La
susceptibilidad de los organismos gram negativos a las proteinas
cationicas depende de la estructura de su envoltura externa, asi, los
organismos con envoltura rugosa, son eliminados completa vy
rapidamente por la accidén de ambas proteinas catiédnicas (de bajo y
alto peso moleculares), mientras que las variantes con envoltura lisa
son mas resistentes. La principal importancia de las proteinas
cationicas para 1la funcién antimicrobiana de 1los neutréfilos vy
monocito-macréfagos es dificil de discernir; sin embargo, los
granulocitos de humanos, con EGC y deficientes de MPO, eliminan
algunos microorganismos principalmente a través de la accién de las
proteinas cationicas. En 1las células normales, las proteinas
cationicas actGian mayormente en cooperacién con otros mecanismos

antimicrobianos de los granulocitos (61).

Lactoferrina. Es una proteina de alto peso molecular, estd presente
en la leche y en una variedad de fluidos bioldégicos. Se ha
recuperado de los granulos especificos de neutrdfilos humanos y de
conejo. Tiene una fuerte afinidad por el hierro y a altas
concentraciones puede inhibir el crecimiento bacteriano al competir
por el hierro en el medio de crecimiento. Klempner y colaboradores

han mostrado gque pequefias cantidades de pirdgeno de los leucocitos,
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causan liberacidn de cerca de un tercio del total de lactoferrina del
neutréfilo en el medio extracelular. Otros autores han reportado que
el 86% de la lactoferrina liberada durante 1la fagocitosis es
secretada al medio extracelular mas que al fagosoma, observacidén que
sugiere que la lactoferrina puede ejercer su efecto antimicrobiano
principalmente a nivel extracelular. Ademds la molécula puede jugar
un papel en la patogénesis de la hipoferremia asociada con 1la
infeceién. Se ha propuesto que la lactoferrina saturada de hierro y
a bajas concentraciones (l10nM) puede contribuir en 1la actividad
antimicrobiana del PMN mediante la estimulacién para la produccién de
radicales hidroxilo como un donador efectivo de hierro. Sin embargo
esto se ha cusstionado pues en otras investigaciones se ha encontrado
que la lactoferrina también puede aumentar o prevenir la formacién de
los radicales hidroxilo, dependiendo del nivel de saturacién de
hierro y de la disponibilidad de sales de hierro exdgeno (61, 64).
Tedricamente, la deficiencia de lactoferrina podria impedir una
adecuada respuesta del huesped a la infeccién, no solamente porque
la proteina actia como agente antimicrobiano sino también porque
puede ser un determinante de 1la adhesividad del neutrdéfilo,
influenciando su funcién durante 1la fagocitosis. Ademé&s 1a
lactoferrina parece ser un modulador de la granulopoyesis, pues la
sintesis de GM-CSF aparentemente es suprimida por la lactoferrina
(64, 65). AGn gueda por determinar qué otros efectos sobre 1la

funcién fagocitica posee la lactoferrina.

Proteasas. Los granulocitos contienen una gran variedad de

proteasas que son activas a un pH neutro como la serina esterasa,
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elastasa, colagenasa y catepsina G asi como proteinas con actividad
semejante a la quimiotripsina. Durante la fagocitosis, una porcién
de estas proteasas se libera al medio extracelular y de esta forma
participan en la destruccién tisular durante la inflamacién. Las
proteasas neutras con actividad semejante a la tripsina, pueden
romper componentes de complemento e iniciar sus funciones bioldgicas.
La elastasa ha mostrado ser capaz de degradar las paredes celulares
de estafilococo muerto por calor, sin embargo tiene muy poca accién
antibacteriana contra organismos vivos. catepsina G y catepsinas
dcidas D y E son bactericidas contra estafilococo y pueden alterar
algunas especies de Acinetobacter que ya han sido atacadas por
lisozima. En sistemas 1libres de células, las proteasas neutras
también pueden actuar cooperativamente con lisozima para eliminar
estafilococos previamente tratados con beta lactamicos. El papel
antimicrobiano de las proteasas, particularmente en 1la célula
intacta, es complicado por el hecho de gque la actividad de enzimas
tales como elastasa y colagenasa es regulada por inhibidores
protéicos ubicuitos. La interaccién de la enzima y su inhibidor
protéico, aparentemente es controlada por la respiracién de la célula
por lo gque el estallido respiratorio en este caso podria condicionar
la inhibicién de proteasas a través de los inhibidores de 1las
proteinas correspondientes (61, 64, 66).

2) Estallido respiratorio. El término de estallido respiratorio se
refiere a un importante y abrupto cambio en el metabolismo del
oxigeno gque ocurre cuando los fagocitos son estimulados. Segundos
después de la estimulacién, las células fagociticas desencadenan una

serie de eventos que incluyen : a) incremento del consumo de
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oxigeno; b) incremento del flujo de glucosa a través de 1la via
hexosa-monofosfato; c¢) incremento en la produccidn de metabolitos de
oxigeno como anién superdxido (02'), radical hidroxilo (OH),
singletes de oxigeno (/ 0 ,) y peréxido de hidrégeno (H;05); d)
incremento en la fijacién de haluros a proteinas & iodinacién (61).
a) Incremento del consumo_de oxigeno. Los neutréfilos en reposo,
consumen poco oxigeno y su energia la obtienen de la glicélisis
anaerdbica. El1 estallido respiratorio de 1los neutréfilos no es
necesario para la generacién de energia metabdlica requerida durante
la fagocitosis, mas bien ocurre para una 6ptima actividad microbicida
apoyado esto en 1la observacién de gque la actividad' microbicida
disminuye cuando los neutrd6filos son expuestos a condiciones de
hipoxia (67). Durante la ingestién de particulas, la captacién de 02
incrementa marcadamente sobre los valores basales. La captacién
estinulada de oxigeno no se afecta por la exposicién de las células a
cianuro, resultado que indica que el estallido respiratorio no se
debe al metabolismo mitocondrial. El principal papel del consumo de
oxigeno es proveer suficiente substrato para la formacién de
metabolitos de oxigeno que tienen accién microbicida. La
determinacién del consumo de oxigeno de los PMNs durante el proceso
fagocitico constituye por tanto una forma de evaluar la capacidad
microbicida oxidativa de los PMNs (61).

b) Consumo de glucosa via hexosa-monofosfato. La estimulacién de los

fagocitos también se asocia a un incremento en la oxidacién de la
glucosa via hexosa-monofosfato, que es hasta diez veces mayor que la
producida por el ciclo de Krebs. El primer carbono de glucosa es

oxidado a €02 con glucosa 6-fosfato por acciédn enzimdtica, el fosfato
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de nicotinamida adenin dinucléotido (NADP) sirve como aceptor de
electrones y dos moles de NADPH (forma reducida), se producen por
cada mol de glucosa 6 fosfato oxidada. Durante la fagocitosis, una
forma en la cual la oxidacién del NADPH ocurre es a través del
incremento de la actividad de una flavoproteina oxidasa que requiere
del NADPH como substrato. La oxidacidén del NADPH por esta oxidasa da
lugar a la formacidn de superdxido (0,7), por la reduccién de un
electrdn del oxigeno molecular. Un sequndo mecanismo por el cual
NADP puede ser generado durante el estallido respiratorio es a través
del catabolismo del perdxido de hidrégeno (H,0,), compuesto que es
formado en cantidades importantes durante la ingestidén de particulas
o por la activacién de células a través de otros estimulos (61,67).

c) Produccidén de metabolitos de oxigeno. como respuesta a la
estimulacién de los fagocitos, se activa un sistema de transporte de
electrones transmembrana en el cual un nucledtido de piridina
reducido (predominantemente NADP o NADPH) reducen oxigeno y dan lugar
a la formacién de metabolitos de oxigeno (67). Aungue algunos
sistemas enzimaticos pueden catalizar la formacidén de anién
superdxido a partir de 02 durante el estallide respiratorio, 1la
NADPH-OXIDASA es la principal enzima implicada en esta reaccidn.
Algunos autores postulan que el mecanismo de activacidn enzimdtica se
lleva a cabo a través de wuna proteina cinasa C (PK~-C), después de
una serie de eventos que se desencadenan al interaccionar ligando-~
receptor, u ocurrir a través de aragquidonato independientemente de la
fosforilacidn (67, 68,69). Dentro de la vacuola fagocitica vy
utilizando NADPH como substrato, 1la NADPH-~OXIDASA cataliza 1la

reaccién
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2 02 + NADPH -~—=e~== 2 02— + NADP? + EKF
Aunque una parte del superdxido producido se 1libera al espacio
extracelular, la mayor cantidad de 02~ se convierte réapidamente en
H202 mediante dismutacién. Este fenbémeno puede ocurrir en forma
espontanea como consecuencia del pH &cido encontrado en el fagosoma
siendo de gran importancia para la funcién microbicida de los PMNs, o
bién el 0,7 producido puede escaparse de la vacuola fagecitica hacia
el citoplasma y reducirse a H202 por la enzima superéxido dismutasa
(SOD), reaccién que es téxica a la célula (47, 61, 67).
20,7 + 28" --—- H0, + 0°
Como mecanismo de proteccién ante estos metabolitos, un sistema
dependiente de glutatién se activa y se produce la conversién del
peréxido de hidrdgeno donde participan las enzimas glutatidn
peroxidasa y reductasa (47,61).
GSH (glutatién reducido)
Hy0, + NADPH ~=-m=—e~-ome- H,0 + NapPt + mt
Glutation peroxidasa
Al mismo tiempo que se llevan a cabo las reacciones donde participan
superdéxido y perdxido de hidrégeno, se producen otros compuestos
oxidantes microbicidas como haluros oxidados y radicales hidroxilo.
Los haluros oxidados son potentes agentes microbicidas. En los
fagocitos, estos agentes se producen en reacciones catalizadas por
una peroxidasa, en donde el H,0, es utilizado para oxidar tanto Cl17
como Br~ al correspondiente &cido hipohaloso.
Hy0, + X (C17 0 Br7) —--memmmemee e HOX + OH™

peroxidasa
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En los neutréfilos y monocitos, el Cl” es el substrato fisiolégico y
la reaccidn es catalizada por la mieloperoxidasa, una enzima con un
grupo prostético semejante al hem y que se encuentra presente en
altas concentraciones en los grdnulos estas células. En los tejidos,
HOCL reacciona con aminas del medic para formar cloraminas gue
tambi&n tienen propiedades microbicidas como NH,CL (47, 61).
HOCL -+ RNHz ———————— RNHCL + HZO

Adem&s de la oxidacidén de haluros, los radicales formados tienen
extraordinaria fuerza oxidante y son los responsables del dafio
tisular en los sistemas biolégicos. El principal radical es OH* y se

produce en la reaccién "catalizada por metales" y descrita por Haber-

ot ++

Weiss en donde el Fe es reducido a Fe por el 02' y después

reoxidado a re*tt por el H,0, con la consecuente produccién de OH*
Fett+ + 02%  men——mae—— Fett + 0,
Fett + Hy0p  ==m—memmmme Fett+ + OH- + OH-

La via por la cual se obtiene hierro para esta reaccidén es a través
de su liberacién de la ferritina que ocurre cuando se expone a 0,
(47) .

Durante esta misma reaccién, un compuesto muy inestable y de alta
energia, el singlete de oxigeno, también es producido a partir de la
interaccién de el ién hipohalito con el H,0,

OCL- +  Hy0,  —m-—--- 02 + H,0 + CL- (bidireccional)

Y de la répida dismutacién espontanea del superdxido (61).

02- + 02-= = ——me——-e H,0, + ‘02 (bidireccional)

d) Iodinacién. El proceso de iodinacién de proteinas es mediado por

el sistema de MPO. Klebanoff y cols. demostraron que MPO puede
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utilizar H,0, y un cofactor haluro para destruir una variedad de
microorganismos. La halogenacidén de constituyentes de la pared
bacteriana, principalmente tirosina e histidina, por I~ o Cl-,
producen reemplazo de H+ en sitios cruciales gue desencadenan la
muerte bacteriana. Esta capacidad del PMN para halogenar proteinas
se ha utilizado para evaluar de manera indirecta la capacidad
microbicida de los fagocitos mediante la iodinacién de proteinas.
Estos mismos autores notaron que en presencia de iodo exdgeno, los
PMNS que se encontraban fagocitando podian iodinar mucha mas cantidad
de proteinas gque las células en reposo (62). Root y Stossel
observaron que el proceso se lleva a cabo casi exclusivamente en las
vacuolas fagociticas, dependiendo de factores como el tipo de
particulas ingeridas asi como la cantidad de H,0, generada. De esta
forma, un incremento de 1la iodinacién de proteinas durante la
fagocitosis seré& indicativo de un incremento en la formacidén de H,0,
como de una adecuada funcidén del sistema MPO (61).

3. Métodos de medicidn del estallido respiratorio.

Algunos de los pasos del metabolismo oxidativo de los PMNs pueden ser
evaluados por diferentes métodos. La determinacién de anién
superdéxido se realiza mediante la reduccidn de ferrocitocromo C a la
forma ferxrrosa. El perdxido de hidrdégeno puede detectarse por su
reaccién con peroxidasa o por la oxidacidn de donadores de hidrégeno,
en este Gltimo caso puede utilizarse la oxidacién de rojo de fenol
para medir el H,0, (70).

Métodos ampliamente utilizados y que evaliian en conjunto el estallido
respiratorioc son quimioluminiscencia y reduccién del colorante

nitroazal de tetrazolio.
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a) Quimioluminigcencia. Los neutr6filos estimulados por la
fagocitosis o en contacto con diversos agentes que perturban la
membrana celular emiten en forma abrupta energia luminosa
(quimioluminiscencia). Se considera que el fendmeno luminiscente es
secundario a la generacidn de las diversas especies oxidativas
electronicamente exitadas (02-, H,0,, ‘02), aungue no hay unanimidad
en cuanto a la especie que principalmente produce el fenémeno. Se ha
postulado que durante las reacciones donde el singlete de oxigeno y
sus productos de oxidacidén pasan al estado de reposo, se libera
energia en forma de fotones y se capta una caracteristica
fluorescencia o quimicluminiscencia gue puede ser medible. Bajo
condiciones de anaerobiosis, en pacientes con EGC o en deficiencias o
alteraciones de la enzima MPO, no ocurre el fenémeno luminiscente.
Estos hallazgos indican que la quimioluminiscencia es dependiente de
la disponibilidad de 02, la actividad de la oxidasa inicial para la
formacién de 02-, presencia de 02- y Hy0, y la actividad de la MPO
(61).

La respuesta quimioluminiscente en los granulocitos puede ser
magnificada con substratos secundarios como luminol (5-amino-2,3-
dihydro-1,4~ftalazinediona) y lucigenina (10,10'~dimetil-9,9’~
dinitrato de biacridina). Ambos se utilizan para medir diferentes
eventos metabdlicos dentro del PMN. La respuesta amplificada por
luminol refleja principalmente la actividad de la MPO. Cuando dicho
substrato es oxidado, se origina el anién aminoftalato gue es
inestable, el cual al pasar al estado de reposo emite 1luz como

mecanismo de pérdida de energia, magnificando de esta forma 1la
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luminiscencia. La quimioluminiscencia amplificada por lucigenina
mide la oxigenacién asociada a la oxidasa (61, 116).

El andlisis de quimioluminiscencia originalmente se desarrollé para
examinar el estallido vrespiratorio celular, 1la produccién de
radicales oxidantes y la generacién de otros agentes cuya funcién es
eliminar los patégenos microbianos. Numerosos estudios han utilizado
la quimioluminiscencia para evaluar los primeros cambios gue ocurren
en los granulocitos durante los procesos infecciosos y otros procesos
patolégicos. Algunos estudios han sugerido que los receptores de la
superficie celular y los productos del metabolismo oxidativo de los
granulocitos pueden reflejar el estado funcional de 1la célula.
Diferentes estimulos pueden seleccionarse para discriminar 1los
eventos relacionados con receptores de los que no requieren de estos
para desencadenar el metabolismo oxidativo de 1la célula. Ig y
complemento opsonizan particulas y mediante receptores Fc y CR
desencadenan la respuesta fagocitica y actividad metabélica celular.
En contraste estimulos solubles como PMA (forbol-miristato-acetato)
no requieren de receptores para que ocurra degranulacién y estallido
respiratorio. De esta forma de acuerdo a los estimulos utilizados,
indirectamente puede inferirse 1las condiciones de expresién de
receptores. Las aplicaciones clinicas del anidlisis de
guimioluminiscencia de 1los fagocitos son diversas y es una
metodologia sensible en ia medicién de la capacidad fagocitica y de
la integridad del metabolismo oxidativo celular (71).

b) Reduccién del colorante nitroazGl de tetrazolio (NBT). El

colorante NBT en su forma oxidada es amarillo y funciona como aceptor

de electrones de diversos donadores. Al reducirse el NBT, se forma
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un precipitado azl denominado formaz&n el cual es insoluble.
Normalmente un peqguefio porcentaje de granulocitos obtenidos de
sangre periférica pueden reducir en forma espontanea el colorante,
pero ante condiciones & estimulos que desencadenen el estallido
respiratorio, mads del 80% de los PMNs pueden reducir el NBT. En la
célula intacta, la reduccién del colorante se lleva a cabo en su
superficie y en los fagosomas y puede ser inhibida por la SOD lo cual
es un indicativo de 1la produccién de superdxido y por 1lo tanto
dependiente de todos los factores que regulen la formacidn de este
compuesto. La reduccién de NBT es un método para evaluar la

actividad oxidativa de las células fagociticas (61).

C. Receptores para opsoninas en neutréfilos PMNs. Estructura y
mecanismos que modulan su expresidén y funciones.

IgG es de gran importancia en el sistema inmune humoral y esta
presente en altas concentraciones en el plasma humano. Por otro lado
la activacién del sistema del complemento con la consecuente
prutedlisis de sus fracciones origina componentes como C3 y C3bi.
IgG, C3b y C3bi son las principales opsoninas para las cuales las
células fagociticas poseen receptores en su membrana. Del adecuado
nGmero y funcién de estos receptores, depende el reconocimiento de
las particulas y microorganismos opsonizados y que se desencadenen
los procesos de unidén, fagocitosis y muerte intracelular por los PMNs

(72) .

1. Estructura de los receptores Fc-gamma.
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Los neutr6filos humanos pueden expresar tres clases de receptores Fc:
Fec RI, Fc RII y Fc RIII (Cuadro 4). Los tres son miembros de la
familia de supergenes de inmunoglobulinas (73). Fc RI es una
proteina de 72 Kd, su DNAc codifica para una regién extracelular de
aproximadamente 290 aminodcidos, en la cual tres dominios semejantes
a  inmunoglobulina pueden distinguirse asi como una regién
transmembranal de 21 aminodcidos y un dominio citoplésmico con carga
y altamente glicosilado (73,74).

Fc RII precipita como una banda de 40 Kd, después de remover de su
estructura los carbohidratos, se observa como una banda de 36 Kd. Su
DNAc codifica para una regidén extracelular de cerca de 180
aminodcidos, contiene dos dominios semejantes a inmunoglobulina: uno
de 24 a 26 aminodcidos (aa) transmembranal y un dominio citopléasmico
de longitud variable (76, 52 y 44 aminodcidos). Se han identificado
tres genes para este receptor (IIa, IIa’ y IIb). IIa y IIb se
distinguen porque generan diferentes sefiales peptidicas y tienen y un
dominio citoplasmico diferente (76 aa para IIa y 40 a 50 aa para
IIb). La forma IIa‘’ contiene una sefial peptidica similar a la forma
IIb y el dominio citoplésmico de la forma IIa. Este polimorfismo
de Fc RII se refleja en los diferentes anticuerpos moncclonales que
pueden unirse al mismo. Los neutréfilos expresan predominantemente
la forma IXa. Los genes para el receptor Fc RII esta&n localizados en
la parte distal del brazo largo del cromosoma 1 y en estrecha

asociacidén con los genes del receptor Fc RIII (74).

Fc RIII es una proteina de 50 a 80 Kd. Dos genes diferentes
codifican para Fc RIII (III-1 y III-2). Ambos se localizan en el
cromosoma 1 y en estrecha unién. Son altamente homologos pero se
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distinguen en la substitucién de una base en el coddn de terminacién.
El RNAm III-1 codifica para una proteina de 210 aa con dos dominios
extracelulares semejantes a inmunoglobulina, seqguido por 21 aa
carboxiterminal hidrofébicos y 4 hidrofilicos. El RNAm III-2
codifica una proteina casi identica pero con 25 aa carboxiterminal
hidrofilicos (75). La proteina III-1 se rompe durante el proceso
postraduccional en los neutréfilos y se une a un anclaje de
fosfatidil inositol (74,76), mientras que la proteina III-2 parece
ser un receptor transmembrana. En los neutrdfilos solamente se ha
demostrado el RNAm para la proteina III-1 mientras que en células NK
solo se ha encontrado el RNAam para III-2 (74,77). Los macrofagos
presumiblemente expresan la forma transmembranal de Fc RIII pordue en
cultivos de monocitos de  pacientes con hemcglobinuria paroxistica
nocturna gque muestran deficiencia en el receptor Fc RIIT se ha
encontrado expresién del receptor Fc RIII, ademds de que la forma
transmembranal es resistente a la accidén de fosfolipasa C especifica

al glicosil, fosfatidil inositol (74,76,77).
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CUADRO 4
CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS RECEPTORES Fc R

TIPO DISTRIBUCION P.M.  AFINIDAD ESPECIFICIDAD
(Cb) PARA EL
ISOTIPO DE IgG

Fc RI (CDé64) Mcnocitos, 70 kDa Alta 1 =3>4 >>> 2
Macrofagos,
PMNs (inducido
por IFN-gamma
y G-CSF).

Fc RII (CD32) Monocitos, 40 kDa Baja 3> 1=2>> 4
Macréfagos,
PMNs, Baséfilos,
Eosinofilos,
Cel. de
Langerhans, Cel.
B, plaquetas,
Cel. endotelial.

Fc RIII (CD1e6) Macréfagos, 50-90kDa Media 1 =3 >>2, 4
IIIA Cel. NK,
Subpoblaciones

de linfocitos T,
Monocitos.
Inducidos en
monocitos por
TGF.

IIIB Neutrdfilos,
Inducidos en Baja
eosinéfilos por
IFN-gamma.

Adaptada de Wallace. J. Leuk. Biol. 1994;55:816.

No se ha descrito polimorfismo para el receptor Fc RI. Sin embargo
para Fc RII se han encontrado dos formas alelicas, identificadas por
algunos autores como "respondedores y no respondedores" en base a
estudios funcionales por su capacidad de unir IG1 de ratén, analisis
biogquimico del patrén iscelectrico y la reaccidn con anticuerpos
monoclonales. No estd claro qué aminodcido da este polimorfismo,

pero se ha encontrado que los individuos con Fc¢ RII tipificados como
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"respondedores" presentan His~133 y los "no respondedores" Arg-133,
aunque en otros estudios es diferente el aminoadcido implicado, G1-27
y Cys-27 respectivamente (74).

Dos formas de Fc RIII se han encontrado en los neutréfilos con base
en andlisis bioquimico, reactividad con anticuerpos monoclonales y
antisueros humanos. El polimorfismo corresponde al sistema de
antigenos MNA1/NA2, donde son pocas las diferencias en aminoacidos
entre las dos formas, que influyen principalmente en la capacidad de
glicosilacién de estas. La significancia clinica de este
polimorfismo estd relacionada con diversos estados patolégicos como
neutropenias alo o autoinmunes y reacciones postransfusionales
(74,78).

En la unién del receptor Fc RI con la Ig6 humana monomérica la
afinidad es alta (Ka= 5 x 108 mol/L"}) y la especificidad con las
subclases (IgGl = IgG3 > IgG4 >> IgG2). La glicosilacion de IgG es
importante para la unién de Fc RI pues la IgG deglicosilada no se une
al receptor (72,74).

Fc RII es un receptor de baja afinidad que no se une a Ig monomérica.
Ya que la expresién de Fc RII en los neutrdfilos es relativamente
baja (10,000 a 40,000 por célula), la Ka de complejos diméricos de
IgGl se midié en células K562 y fué de 108 mol/L~t. La
especificidad por las subclases dimericas deIgG es IgG3 > IgGl = IgG2
>> IgG4 (72,74).

Fc RIII también es un receptor de baja afinidad, aunque se expresa en
mayor cantidad en las células (100,000 a 300,000 por célula). La Ka
para la IgGl dimérica es de 11 x 10/ mol/L -1 y para los dimeros de

IgG3 de 47 x 107 mol/L"Ll. Debido a que los complejos dimericos de Ig
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consisten en IgG2 o IgG4 no unidos en una extensién medible en los
neutréfilos, no se disponen de datos de la Ka de estas dos
inmunoglobulinas. Hay datos que sugieren que Fc RIII tiene dos sitios
de unién para la IgG localizados en distinto dominio (72,74).

otro aspecto importante de este receptor es que puede ser liberado de
la superficie de la célula por la accién de proteasas que rompen su
unidn fosfolipidica cuando el neutréfilo se ha activado.
Aparentemente esto también ocurre en condiciones fisioldgicas pues se
ha medido una cantidad substancial del receptor en plasma en promedio

de 5 nmol/L con un rango de 2 a 10 nmol/L en donadores sanos (74).

Mecanismos de modulacién.

Los neutréfilos no expresan Fc RI, pero expresan de 10,000 a 40,000
sitios de Fc RII y entre 100,000 a 300,000 de Fc RIII (74). Esta
expresién estd modulada por cambios en los mediadores de 1la
inflamacién. Tanto in vivo como in vitro, Fc RI es inducido en los
neutréfilos humanos por citocinas como Interferén gamma (IFN-gamma)
hasta 15,000 a 20,000 sitios por célula, pero IFN alfa y beta no
tienen este efecto. Como mecanismo de regulacién para prevenir la
sobreinduccidén de este receptos se sugiere que los glucocorticoides a
concentraciones habituales en respuesta al estrés, inhiben Ila
expresién inducida del receptor Fc RI por el IFN-gamma (74,79).

oOotras citocinas como los factores estimuladores de colonias de
granulocitos y macréfagos (GM-CSF y G-CSF) no inducen la expresién de
Fc RI (74,80).

Al parecer, la expresidn de Fc RII no se ve influenciada por ninguna

de 1las citocinas antes mencionadas ni por glucocorticoides, sin
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embargo parece ser que ante el estimulo con IFN-gamma, se puede
producir un incremento de la citotoxicidad mediada por los receptores
Fc RII sin que se incremente la expresién del mismo (81).

La expresién de Fc RIII depende de la sobreexpresién (upregulation) y
liberacidn de este receptor. El efecto de citocinas como IFN-gamma,
GM~CSF, G~CSF y glucocorticoides no se ha establecido del todo. Se
sabe que dexametasona sola puede incrementar la expresidén de Fc RIII
en cultivos de PMNs (79). Ademds IL-1 beta y TNF-alfa tienen la
capacidad de inducir o incrementar en los PMNs, la fagocitosis de
eritrocitos opsonizados con IgG, la cual es mediada por receptores Fc
(82). Sin embargo no se han observado cambios en el nGmero absoluto
de estos receptores que indiquen que tal incremento de la fagocitosis
se deba a un aumento de la expresién de receptores Fc (82).

Se ha comprobado que GM-CSF aumenta el metabolismo oxidativo de
neutrofilos, incrementa 1la quimiotaxis y fagocitosis y puede
estimular la expresién y modular 1la afinidad de receptores para
N-formil péptidos (f-MLP) (83). Si esta citocina incrementa los
receptores para f-MLP, pudiera ejercer algin efecto adicional sobre
los receptores Fc RIII a través del mecanismo de transmodulacidn que

se ha postulado entre estos dos tipos de receptores (84).

Funciones de los receptores Fc-gamma.

Dada la complejidad del sistema de receptores Fc gamma, con midltiples
receptores en la misma célula, es dificil delimitar el papel de cada
uno de ellos. Sin embargo, se conocen algunos aspectos y funciones
en los cuales participan predominantemente. Los neutrdéfilos pueden

lisar células como eritrocitos de pollo, si estos han sido
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sensibilizados con fragmentos de Fab de anticuerpos contra dos
sitios especificos, una porcidén Fab contra alguno de los receptores
Fec RI, II o III y la otra porcidn Fab contra los eritrocitos de pollo
(74) . El papel central del receptor Fc RI se ha demostrado en la
citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC), funcidn gue puede
ser modulada por mediadores de la inflamacién como interferdn gamma y
posiblemente otras hormonas y «citocinas (72,74) ademds de 1la
fagocitosis (81). Fc RII es el responsable de la unién de agregados
de IgG2b de origen murino dado su polimorfismo (72). En monocitos
humanos, Fc RII también puede interaccionar con alta o baja afinidad
con la IgGl murina si los monocitos se han tratado con enzimas
proteoliticas como pronasa o tripsina. El mecanismo por el cual
modifican su afinidad no es claro, pero es posible que el incremento
de la afinidad inducido por proteasas ocurra tabién in vivo, sobre
todo en sitios inflamatorios. De esta forma el Fc RII puede
funcionar como un receptor en "espera" de la IgG: por un lado con
afinidad modificable por la IgG monomérica y con baja afinidad por
complejos de IgG en condiciones normales; pero con afinidad y
actividad funcional gque ©puede ser incrementada por enzimas
proteoliticas liberadas localmente durante una respuesta inmune (81).
Fc RII puede mediar ADCC aunque en menor proporcidén que Fc RI e
igualmente ser modulada esta funcién (sin modificacién del nimero de
receptores) por IF-gamma. Ademads tiene gran participacién en la
fagocitosis, desencadenamiento del estallido respiratorio con 1la
generacion de superéxido y en la liberacidn de enzimas lisosomales de
los neutréfilos, esta Gltima funcidn puede ser dependiente de una

interaccién entre los diferentes receptores (73,81). Se sabe que Fc
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RIII participa en la depuracién de complejos inmunes. En estudios
en sistema monocito-macréfago de chimpancés, en donde se efectud un
blogqueo con anti-Fc RIII MAb 3G8 o su fragmento Fab, se produjo una
importante disminucidédn en la depuracidén de eritrocitos autdlogos
cubiertos con anticuerpos especificos al grupo menor sanguineo (73),
lo cual sugirié que incluso este tipo de grandes complejos inmunes
pueden ser depurados mediante la acciédn de receptores Fc RIII. De
principal importancia es la participacién de este receptor en la
fagocitosis de bacterias o particulas opsonizadas, ademds de que
participa en fenémenos de quimiotaxis y adherencia como lo muestra el
estudio de Masuda y cols. donde encuentran que los neutréfilos de
neonatos muestran dos subpoblaciones heterogeneas de PMNs cuyas
funciones de quimiotaxis y adherencia se asociaron con la alta o baja
capacidad de estas células para formar rosetas con eritrocitos
opsonizados (85). Ademds parece ser gque la participacidn del
receptor Fc RIII de los neutrdfilos puede ser modulada por una
citocina de bajo peso molecular (<10,000) que inicialmente se analizd
en la estimulacién del receptor para C3b. Esta citocina que se
libera de células T en respuesta a monocitos incubados con complejos
inmunes, rédpidamente estimula la fagocitosis pero no la unidén de
eritrocitos sensibilizados con IgG en los PMNs. Un anticuerpo
monoclonal contra Fc RIII de neutrdfilos se ha descrito que inhibe
solamente la funcién fagocitica estimulada por 1la citocina antes
mencionada. Fearon encontrd que el 50% de los Fc RIII en los
polimorfonucleares se reagrupan (forman co-capping) con el receptor
para C3b, lo cual implica que el receptor Fc gamma existe en

diferentes estados dependiendo de su asociacién con el citoesqueleto
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de la célula (72, 85,86). Una funcidén mediada por los receptores
Fc~gamma y Unica para los receptores Fc RIII del neutréfilo es 1la
induccién de fagocitosis independiente de opsonizacién de bacterias
que poseen substancias semejantes a lectinas en su superficie.
Salmon y cols. han mostrado que la modulacién de Fc RIII inhibe 1la
fagocitosis de eritrocitos opsonizados por concanavalina A o]
Escherichia coli no opsonizada (74,87). Esta forma de fagocitosis
dependiente de los receptores Fc RIII es inhibida especificamente por
alfa-metil manosido. La presencia de oligosacaridos tipo manosa en
el receptor Fc RIII, se piensa que son importantes para esta funcién
(75,88).

Fracciones opsdnicas de Complemento.

La activacién de 1la cascada de complemento da como resultado
proteolisis de este sistema de proteinas con la liberacién de algunos
potenciales ligandos para receptores en los leucocitos entre los que
se incluyen: C3a, C5a, Clqg, C3b/C4b, C3bi, C3bg y C3dg (72). Algunos
de estos ligandos pueden ser solubles y causan movimiento
quimiotdctico de 1los leucocitos a los sitios de la activacién del
complemento y otros se unen a la superficie de particulas actuando
como opsoninas., Esencialmente toda 1la actividad opsénica de
complemento reside en el fragmento C3 gque es la proteina de este
sistema que se encuentra en mayor cantidad en suero (1.3 mg/ml) Yy que
se deposita en las particulas "blanco" tanto por la activacidén de la
via cléasica como por 1la via alterna que es independiente de
anticuerpos (72). Después de la activacién, un enlace tioester
interno sufre rearreglo y se genera un grupo sulfhidrilo libre en C3

y un enlace ester entre €3 y un grupo hidroxilo en la particula
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"planco" (72,89). Lla molécula resultante, unida en forma covalente,
es denominada C3b la cual puede ser reconocida por el receptor CR1.
Después de que C3b es depositado en la superficie de particulas dgue
activaron la via clésica, su vida media es muy corta. ©La cadena alfa
de la fracién C3b es fraccionada en minutos por la accién combinada
de proteinas de unién, factor H, y la enzima denominada factor I
{inactivador de C3b) para producir C3bi. La forma C3bi es inestable
en suerc por algunas horas y puede ser reconocida por el receptor
CR3. Sin embargo, si la fraccién C3bi se une a la superficie de una
particula activadora de la via alterna, la fraccidén de C3b resiste a
la accidén del factor I y puede permanecer mas tiempo en circulacién
(72) . De esta forma la funcién efectora de €3 dependera de la
naturaleza de 1la particula a la cual se une. Si las particulas
cubiertas con C3b, C3bi & ambos no son removidos por los fagocitos,
el C3 es convertido a ¢3dg por la accién del factor I. Aungque los
fagocitos expresan el receptor para C3dg denominado CR4, no se ha
mostrado que participen en la fagocitosis o depuracién de particulas
(72). C3dg también es reconocido por un receptor en los linfocitos B
denominado CR2. Este receptor sirve como sitio de unién del virus
Epstein-Barr al linfocito B y puede funcionar Jjunto con los
receptores para opsoninas para el control de la proliferacidn de las
células B (72). La proteina C4 del complemento es estructuralmente
homologa a C3 y se une a la superficie de particulas de manera
similar y por enlaces covalentes. C4b puede ser reconocido por CR1

pero no se degrada a los fragmentos biolégicamente activos (72).

2. Estructura de los receptores CR.
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CR1 es una proteina glicosilada con un peso molecular entre 160 y 250
kD. En humanos se han descrito cuatro formas alélicas para CR1l con
pesos moleculares de 160, 190, 220 y 250 KkD. Estos alelos se
expresan en forma codominante por lo que los individuos pueden ser
tanto homocigotos y expresar CR1 de un solo peso molecular o
heterocigotos y expresar CR1l con dos diferentes pesos moleculares.
CR1 tienen un solo dominioc en membrana de 25 aa, un dominio
citoplédsmico C-terminal de 43 aa y un dgran dominio extracelular con
30 segmentos cortos repetidos y ordenados en tandem, los cuales
poseen de 60 a 70 aa cada uno, observandose variaciones en la
longitud y secuencia de los 30 segmentos cortos, pero 29 de los 60 a
70 aa dque los forman se mantienen altamente conservados y la
localizacidén de cisteinas no varia. Un patrdn de repeticidn
adicional también se ha observado en el dominio extracelular de CRl.
Hasta 4 secuencias repetidas en tandem de 450 aa pueden encontrarse y
compuestas de 7 segmentos cortos repetidos, estos fragmentos de
repeticién "largos" son similares en secuencia uno a otro y pueden
ser la base de las diferentes formas alédlicas de CR1 (72,90).

CR3 se compone de dos polipéptidos, una cadena alfa de 185 kD y una
beta de 95 kD unidas por enlaces no covalentes como dimeros alfal-
betal. Ambas cadenas estédn expuestas en la superficie celular.
Mediante anticuerpos dirigidos contra 1la cadena beta, se han
inmunoprecipitado tres diferentes dimeros alfa 1 -~ beta 1 en
macréfagos. El primero es CR3 y el segundo es una molécula
denominada LFA~1 y el tercero se denomina pl50.95, dque pertenecen al
grupo de las integrinas. Las cadenas beta de LFA-1 y pl150.95 son

identicas a la cadena de CR3 pero la cadena alfa es estructural Yy
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antigénicamente diferente. Por lo anterior ni LFA-1 ni la proteina
pl50.95 reconocen C3bi porque ambas expresan la cadena beta gue es
diferente a la que se une a C3bi (72,91).

La afinidad de CR1 por la fraccidn C3b es de aproximadamente 5 X 107
M“l, mientras que la afinidad de CR3 por C3bi es mas baja y ademds
requiere de relativamente altas concentraciones de cationes
divalentes (aproximadamente 0.5mM de Ca++ y Mg++) para interactuar en
forma efectiva con su ligando. Ademds esta unién con el ligando es

dependiente de temperatura (72).

Mecanismos que modulan su expresidn.

Los neutrdfilos no estimulados expresan alrededor de 5000 sitios del
receptor CR1 por célula gque pueden incrementarse dependiendo del
estimulo utilizade. Fearon y Collin han demostrado que los PMNs en
sangre con anticoagulante expresan relativamente pocos receptores
CR1l, pero este nuimero incrementa rapidamente después de la activacidn
con C5a o f-MLP. Con PMNs aislados, la expresidn del receptor CR1
incrementa r&pidamente solo con la incubacidén a 3792C aln en ausencia
de un estimulo especifico y alcanza un maximo de 40,000 receptores
por célula, lo cual debe tomarse en consideracidédn cuando se quiere
concluir acerca de los efectos de activadores en la expresidén de los
receptores CR1 (92). Sin embargo Berger y cols. encontraron que ain
en PMNs aislados, el incremento en el nimero de receptores CR1 y CR3
que observaron con el cambio de temperatura y procedimiento de
separacidén de células no representa la expresidén total del receptor
ya que pudieron observar un incremento adicional inducido por N-

formil~metionil~leucil-fenilalanina o sobrenadante de células Raji,
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con lo cual concluyen que en este fenémeno estd implicada 1la
translocacidén de los receptores de los depdsitos intracelulares y que
PMNs aislados pueden utilizarse para estudiar este fendémeno (93).

Por otro lado, una de 1las principales citocinas gque se liberan
durante la inflamacién IF-gamma modula la capacidad de unidén de los
receptores CR1 y CR3 en células que han sido tratadas con esta
citocina sin asociarse con cambios en el nimero de receptores ni
inactivacién proteolitica de los mismos. Este efecto de depresién en
la capacidad de fijacién de particulas se debe a cambios reversibles
de la conformacién de los receptores existentes (72). Ademds GM-CSF
otro factor 1liberado durante la inflamacién, se ha mostrado dgque
induce hasta 5 a 12 veces la expresidén de CR1 y CR3 al parecer tanto
por incremento de la traduccidn protéica como por movilizacién de los
depdsitos intracelulares similar al efecto producido por f£-MLP (94).
Funcién de los receptores CR.

La principal funcién bioldégica del receptor CR1 es mediar la
fagocitosis de particulas opsonizadas por la fraccidén C3b asi como de
complejos solubles y previene la generacion de C3bi (72,86). El
receptor CR3, el cual pertenece al grupo de integrinas, participa en
la fisiopatogénesis de la inflamacién crénica o persistente y por lo
tanto en las funciones de  adherencia de célula/célula vy
célula/substrato, asi como la fagocitosis de particulas opsonizadas
con C3bi (72,91). Se habia postulado incialmente que este receptor
no desencadenaba la produccién de metabolitos oxidativos como
peréxido de hidrégeno o superéxido (95) como ocurre con la
activacién de los receptores Fc-gamma (96) en donde ademids se liberan

metabolitos del &acido araquidénico (97). Sin embargo Shappell vy
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cols. han encontrado que CR3 puede mediar la produccién de H,0,
dependiente de la adhesidén tanto en neutréfilos humanos como caninos

que fueron expuestos a factores quimiotdcticos (98).

3. Metodos de medicidn de la expresién de receptores de opsoninas.

Se han empleado diferentes métodos para la deteccidn de receptores de
opsoninas en células fagociticas. Desde métodos sencillos aungue
menos sensibles como el ensayo de formacién de rosetas utilizando
eritrocitos de <carnero opsonizados con IyG y [fracciénes de
complemento (99), hasta otros mAs sensibles y automatizados como el
uso de anticuerpos monoclonales especificos al receptor, marcados con
tinciones fluorescentes (inmunofluorescencia directa o indirecta) y
andlisis por citometria de flujo.

La inmunofluorescencia es esencialmente una técnica histoquimica 6
citoquimica para la identificacién y localizacién de antigenos, en
este caso, del receptor en la superficie celular. Un anticuerpo
especifico se conjuga con compuestos fluorescentes, resultando un
trazador sensible sin gque se altere su reactividad inmune. El
antisuero conjugado es afadido a las células o a los tejidos y se
fija a los antigenos formando por lo tanto un complejo inmune
estable. Este complejo fluorescente puede ser medido por diferentes
métodos como microscopia de luz, fluorometria y citometria de flujo
entre otros.

En el andlisis por citometria de flujo es posible la medicién
simultanea de caracteristicas fisicas mdltiples de una sola
particula, generalmente células. El citémetro de flujo utiliza una

combinacién de fluidos, optica y componentes electrdénicos para
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iluminar las células en forma individual y coleccionar los datos
generados para el andlisis subsecuente. Las particula o células en
una suspensién acuosa, se hacen pasar a velocidad alta a través de
una regién donde la luz proveniente de un laser ilumina uniformemente
la célula por un corto tiempo, la luz incidente del laser se dispersa
en la célula y cualquier molécula fluorescente en 1la particula o
célula se exitard y emitira& fluorescencia. Tanto la luz dispersa
como la fluorescencia emitida se colecta por lentes, una combinacién
de rayos y filtros conducen la 1luz a detectores apropiados gque
producen sefiales electrdnicas proporcionales a la cantidad de luz que
reciben. Por tanto, las caracteristicas o par&metros medidos en cada
evento se basan en 1la dispersién de la luz y las propiedades
fluorescentes. Los datos son colectados y almacenados en una
computadora y pueden ser analizddos en forma diferida. La
informacidn obtenida en caso de células, es acerca de subpoblaciones
dentro de la muestra, tamafio relativo, granularidad relativa,
complejidad interna y la intensidad de fluorescencia relativa, esta
Gltima se expresa en escala lineal o logaritmica y puede efectuarse
andlisis estadistico de los resultados comparandc dos parémetros (dot
plot) u obtenerse datos de un sélo par&metro en el diferente niimero
de eventos analizados y mostrarse a través de histogramas de

frecuencia (100,101).

D. Receptores para opsoninas y desnutricién.
La informacidén gue se tiene con respecto a la expresién de receptores

para opsoninas en estados de desnutricidn es escasa y controvertida.
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En un estudio efectuado por Douglas y Schopfer en desnutricidn
protéico calérica en nifios, se encontré que la fagocitosis de
particulas de poliestireno y eritrocitos de carnero cubiertos con
anticuerpos fué adecuada (102). Keusch y Douglas en un modelo
experimental de desnutricién en ratas evaluaron la funcién de
receptores de superficie para IgG en macréfagos peritoneales y no
encontraron alteraciédn (103). Sin embargo, estos estudios se
enfocaron al andlisis de receptores para IgG, especificamente en el
modele experimental en ratas, donde las células utilizadas fueron
macrofagos y se sabe que en el humano, los PMNs pueden ser nmés
eficientes que los macréfagos en la ingestién y muerte intracelular
de algunos tipos de bacterias (104), que ademis de inmunoglobulinas
requieren de otras opsoninas como fracciones de complemento, en este
sentido, la funcién de receptores para las fracciones de complemento

no fué investigada.

Condiciones de inmunidad similares a las del desnutrido se
manifiestan en el sujeto recién nacido. Se ha evaluado la expresidn
de receptores Fc RIII en recién nacidos pretérmino de muy bajo peso,
mediante anticuerpos monoclonales marcados y se observd que hay una
disminucidén en la expresién de los receptores en aquellos pacientes
que ademds de esta condicién cursaron con bacteremia o septicenia
(105) . Bruce y cols. investigaron la expresién de los receptores
CR1 y CR3 en neutréfilos de neonatos y su respuesta ante estimulos
inflamatorios. Encontraron que la expresién de ambos receptores es
similar cuando las células no han sido activadas, posterior al

estimulo con formil-péptidos y particulas opsonizadas observaron un
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incremento de la expresidén de CR1 y disminucidén en la expresidn de
CR3. Concluyen gque ya que el receptor CR3 es necesario en los
fenémenos de adherencia y migracién dirigida, un defecto en 1la
expresién de este receptor puede ser causa de la alteracidn
encontrada en dichas funciones en los PMNs de neonatos (106). Smith
y cols. ademds han evaluadc la expresién de los receptores de
complemento CR1 y CR3 asi como la de los receptores Fc RIII en
neutrdfilos de neonatos y fetos con enfermedad gpor Rh. Ellos
encontraron datos similares a los de Bruce, ninguna diferencia en 1la
expresién de los receptores de complemento cuando la célula no estaba
estimulada y disminucién en la expresidén de CR3 en los PMNs de
fetos, pretérminos y recién nacidos de término cuando las células se
estimularon con f£-MLP. Igualmente la expresidén de Fc RIII se vid
disminuida en los neutréfilos de recién nacidos pretérmino y de
término. Concluyen que se encuentra una correlacién de menor
expresidn de receptores con la edad gestacional, sin embargo hacen
notar que no es el Gnico factor determinante de la menor expresién

de los receptores (107).

En un estudio preliminar realizado en el Lab. de Inmunoguimica del
Hospital Infantil de México, utilizando el método de neutréfilos
formadores de rosetas, evaluamos la expresién de los receptores de
opsoninas en PMNs de nifios con desnutricién e infeccién bacteriana y

encontramos alteracién en la expresidén de estos receptores (Tabla 2).
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Tabla 2. Neutrdéfilos Formadores de Rosetas* en Eutrdficos vy
Desnutridos con y sin Infeccién bacteriana aguda.

Eutrdéficos Desnutridos
Sin Infeccién Infectados Sin Infeccidn Infectados
(n = 12) (n = 10) (n = 6) (n = 12)
70.2 +_ 5 54.4 +_ 6% 67.0 +_ 3 42.8 +_ 5°"

*Resultados expresados en % de Neutrdfilos Formadores de Rosetas y
representan el promedio +_ E.E.M.

~ p < 0.05

~~" p < 0.01

Sin embargo este método es menos sensible y evalia en forma general

la expresién de los recetores de complemento e inmunoglobulina sin

establecer la diferenciacién entre los dos tipos (3).

IIXI. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

En sujetos con desnutricién protéico calérica se ha demostrado una
mayor susceptibilidad a las infecciones, sobre todo de tipo
bacteriano, como consecuencia de las alteraciones gue presentan en
los mecanismos de defensa. La eliminacién de microorganismos
causantes de infecciones, requiere de una adecuada funcién de las
células fagociticas, en cada uno de 1los eventos que desarrollan
durante el proceso de fagocitosis. El hecho de gque estas células
muestren una disminucién en su capacidad de reconocer particulas
opsonizadas, pudiera estar condicionada por una inadecuada expresién
de receptores para opsoninas 6 de alteracién en 1los mecanismos
intracelulares gue se desencadenan por la interaccién de estos

receptores con sus respectivos ligandos. De ahi la necesidad de
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conocer si la expresidén de los receptores Fc RIII, CR1 y CR3 se
encuentra alterada en los neutrdéfilos PMNs de nifios con desnutricién
e infeccidn bacteriana aguda, ademds de determinar si los PMNs de
estos pacientes son capaces de incrementar la expresidn de los

receptores de opsoninas en respuesta a estimulos inflamatorios.

IV. HIPOTESIS

Ha.

Los neutréfilos de nifios con desnutricién e infeccién bacteriana
aguda, son deficientes en su capacidad para expresar los receptores
de superficie CR1, CR3 y Fc RIII en condiciones de reposo y ante
estimulos inflamatorios al ser comparados con los de nifios

eutréficos,

V. OBJETIVOS

1. Determinar la expresidén de receptores CR1, CR3 y Fc RIII en PMNs
de nifios eutréficos y desnutridos con 6 sin infeccidén bacteriana
aguda.

2. Evaluar la capacidad de expresién de los PMNs de nifos con

desnutricién e infeccidn bacteriana aguda ante un estimulo

inflamatorio.
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VI. MATERIAL Y METODOS

Se realizaron ensayos preliminares utilizando PMNs de 10 adultos
voluntarios "sanos" y de 10 nifios menores de 48 meses, eutrdoficos y
sin padecimientos infecciosos bacterianos 6 virales. El propdsito de
estos ensayos fué la estandarizacién de los métodos de
inmunofluorescencia indirecta y medicién de 1la intensidad de
fluorescencia por citometria de flujo, ademds de obtener valores de
referencia de la expresién de los receptores Fc RIII, CR1 y CR3 en
nifios y adultos.

Se calculd el tamafio de muestra mediante la férmula para comparacién
de promedios unidireccional (108), considerando un alfa = 0.05,
beta = 0.10 y diferencia de 20 con lo que se obtuvo un tamafio de
muestra de 10 elementos por grupo.

Los sujetos incluidos en el estudio fueron nifios de 2 a 48 meses de
edad, independientemente del sexo, eutréficos y desnutridos, gque se
internaron en los servicios de Urgencias, Cirugfa, Nutricién vy
Enfermedades Infecciosas y Parasitarias, del Hospital Infantil de
México, con diagnéstico de infeccién bacteriana aguda.

Los pacientes seleccionados se captaron dentro de las primeras 72 hr
de internamiento.

El proyecto se sometid al Comité de Investigacién y Etica de la
Institucidén y se registrd como HIM/91/006, siendo aprobado con fecha
03/04/1991. Se solicitd la autorizacidén por escrito de los padres &

tutores de los nifios para incluirlos en el estudio.
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a) Criterjos diagnosticos:

Desnutricién.- Se considerd desnutricién en base al ex&men clinico
(109) y evaluacidén antropométrica efectuadas por dos observadores.
Los indices obtenidos incluyeron peso/edad, talla/edad y peso/talla
(110). Para la medicidn del peso se utilizaron biscula pesa bebé de
resorte, precisién 5 gr y béAscula de pie Detekto, precisién 250 gr.
Para la talla se utilizaron como instrumentos de medicidn
infantémetro y estadidmetro. Se tomaron valores de referencia para
realizar las comparaciones entre el peso y talla reales y el peso y
talla ideales para la edad (1,111) y los valores para las
comparaciones entre peso/talla reales y peso/talla ideales fueron
tumados de las tablas del National Center for Health Statistics
(NCHS) (1). Una vez obtenidos los indices se utilizaron las
clasificaciones de Gdémez (112) y Waterlow para considerar el grado
de desnutricién, seleccionandose unicamente 1los pacientes con
desnutricidén grave. ¥Ya que las clasificaciones anteriores no
incluyen al paciente con Kwashiorkor se utilizé el puntaje de McLaren
(113) para su diagnéstico.

Infeccidn bacteriana agquda.- Se establecidé el diagndstico en base a

datos clinicos y de laboratorio y gabinete. Estos incluyeron fiebre
mayor de 382C & hipotermia, sintomas y/o signos de inflamacidn para
los casos de artritis, celulitis, otomastoiditis, abscesos en piel,
otitis media supurada. En infecciones como meningitis, osteomielitis
aguda, fiebre tifoidea, neumonias y/o derrames pleurales, se
consideraron sintomas y signos especificos a cada padecimiento. Se
determinaron biometria hemadtica completa, proteina C reactiva,

Velocidad de sedimentacidén globular, cultivos, tinciones de Gram y
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antigenos bacterianos en 1liquidos corporales. Los indicadores
indirectos de infeccidén fueron: leucocitosis & leucopenia
determinada de acuerdo a valores de referencia para la edad,
incremento en el porcentaje de neutréfilos y formas joévenes asi como
una relacidén Dbandas/neutréfilos menor a 0.5; velocidad de
eritrosedimentacién incrementada; proteina C reactiva positiva;
aislamiento bacteriano, tincidn de Gram y determinacién de antigenos
bacterianos por coaglutinacién cuando fué posible obtener muestras de
secreciones, exudados & liguidos corporales. Para el caso
particular de neumonias no complicadas con derrame pleural donde no
hubo acceso a la toma de cultivos, se considerdé como bacteriana
cuando los datos clinicos y laboratoriales anteriores, junto con los

hallazgos radioldgicos sugirieron esta etiologia.

b) Criterios de Inclusién:

- Nifios de 2 a 48 meses de edad sin importar sexo.
- Eutréficos y desnutridos.

- Con diagnéstico de infeccién bacteriana aguda.

- Periodo de internamiento NO mayor a 72 hr.

- Sin tratamiento antibiético establecido.

- Con autorizacién por escrito del padre 6 tutor.

c) Criterios de No Inclusidn:

~ Mayores de 48 meses de edad.

- Con infecciones NO bacterianas.
- Con infecciones crénicas.

- Con mds de 72 hr de internamiento.
60



- Tratamiento antibidtico establecido.
- Negacién para ingresar al estudio.
- Con diagnéstico de neutropenia G otro padecimiento que cursara con

alteraciones en la funcién de PMNs.

d) Criterios de Exclusién:
- Pacientes a los que se les diagnosticé otro padecimiento de base
que se manifestdé con alteracidén de la funcién de PMNs como Sindrome

de Inmunodeficiencia Adquirida y Enfermedad Granulomatosa Crénica.

B. Obtencidn de neutréfilos PMNs.

Los neutr6filos PMNs fueron separados de sangre venosa periférica de
los nifios eutréficos y desnutridos asi como de adultos. Se extrajeron
4 ml de sangre en jeringas desechables y estériles, utiliz&ndose como
anticoagulante 10 U de heparina (Heparth-1000, 20th Century Chemical

de México, S.A. de C.V,) por cada mililitro de sangre.

a) Procedimiento:

La separacién se realizdé siguiendo 1la metodologia de Boyum
modificada, que permite la separacién de PMNs de mononucleares
mediante un gradiente de densidad y centrifugacién; y de los
eritrocitos mediante 1lisis hipoténica (114). Brevemente, la sangre
heparinizada se colocdé en tubos de poliestireno (Polystyrene tubes,
25305, Corning Glass Works, N.Y.) y se diluyd volGmen a volimen con
solucién salina al 0.85%, pH 7.2. En la base del tubo, en una

proporcién 1:6 se colocd ficoll-hypaque de una densidad de 1.077 y la
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sangre heparinizada, quedando ésta superpuesta a la capa de ficoll.
Después de centrifugar a 1500 rpm durante 25 minutos, se elimindé el
sobrenadante, incluyendo la interfase de mononucleares formada. Se
resuspendid el sedimento en 4 ml de solucidén de cloruro de amonio al
0.85% pH 7.2 durante 10 min, para eliminar eritrocitos. Luego de
lavar con solucién salina al 0.85%, se centrifugd a 1500 rpm durante
10 min y se resuspendié el botdédn de PMNs en 1 ml de solucidn salina
balanceada de fosfatos (PBS) pH 7.2. Todo el procedimiento de

separacidn se realizd a 42C.

b) Recuento de PMNs:

Se prepard una suspensién de células y colorante de Turk en
proporcién 1:1 volimen a volGmen y se realizd el recuento de células
en una ca&mara de Neubauer, utilizando microscopia de luz. 8e obtuvo
el nlmero de células por cuadrante y se realizdé el cdlculo del total

de células / ml mediante la siguiente férmula:

No. de células = No. de ceiulas/cuadrante X Dilucién X 104

¢) Viabilidad y Pureza:

Se prepard una suspensién de células y colorante de azGl tripano
volimen a volGmen. La viabilidad de los PMNs se corrobord por la
exclusidén del colorante supravital por las cé&lulas vivas, ya due
solamente se tifien las células muertas. De esta forma se obtuvo el
porcentaje de viabilidad, y se requirié de m&s del 95% para los
ensayos subsecuentes. Adem&s se tifieron frotis con colorante de
Wright, los cuales se analizaron para controlar la pureza de la

poblacién celular , igualmente se requirid de una pureza mayor del
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95%. En etapa posterior de los ensayos, la pureza de la poblacién
celular también fué controlada durante el andlisis por citometria de
flujo donde se eligidé la poblacidén de acuerdo a tamafio y granularidad
de las células y se estableci® una ventana (gate) para elegir

unicamente dicha poblacidn.

C. Inmunofluorescencia Indirecta.

En suspensiones celulares de adultos se realizaron los ensayos para
la obtencién de la concentracién éptima del anticuerpo monoclonal
para cada receptor eligiendose la concentracidén de 3.75 mcg de
proteina/ml (Grafica 1). En cada grupo de estudio, por duplicado,
suspensiones de 2.5 X 109 PMNs/200mcl de HBSS, se incubaron a 42cC,
durante 30 min a una concentracién final de 3.75 mcg/ml con los
anticuerpos monoclonales murinos IgGl Anti~CR1 (CD35), IgG2a Anti-CR3
(Leu~15;CD11b) e IgM Anti-Leu~1lb (CDh16) (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems, Mountain View, CA). Después de efectuar 3
lavados con PBS y centrifugar a 1200 rpm durante 10 min, se
resuspendieron las células en 200 mcl de HBSS y se incubaron a 49C
con una concentracién final de 4 mcl/lO6 PMNs del segundo anticuerpo
(Goat anti-mouse IgG) conjugado con fluoresceina (Becton Dickinson,
Mountain View CA) durante 30 min. Después de efectuar 3 lavados con
PBS y centrifugar a 1200 rpm durante 10 min, se resuspendieron las
células en 500 mcl de formaldehido al 3% en PBS adicionado con 0.01%
de azida de sodio, o paraformaldehido al 1% para su andlisis por
citometria de flujo, manteniendose durante todo el procedimiento a

42C.
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Anticuerpos monoclonales isotipo especifico se utilizaron para el
control de la unidén inespecifica. Proteina purificada de mieloma de
ratén IgGl (K) MPOC 21 y Proteina purificada de mieloma de ratén IgM
(L1) MPOC 104E (Azko-Organdén Teknika).

Ensayos con_ estimulos inflamatorios. Se utilizaron f-MLP y GM-CSF

como estimulos para evaluar la respuesta celular. El £-MLP (Sigma
Chemical Co. St Louis MO) fué preparado en una solucidn concentrada
de 1x10™3 M en DMSO que se mantuve a =-30¢9C. Para los ensayos de
estimulacién se diluydé en PBS adicionado con Ca++ y Mg++ y se utilizé
a una concentracién final de 1077 M. El GM-CSF fué donado por el
Dr. Larry Guilbert de la Universidad de Alberta, Canadd y se mantuvo
a -70¢@cC. Para 1los ensayos de estimulacidén se utilizdé una
concentracién final de 100 U/ml. Suspensiones de 2.5 x 10° PMN/200
mcl de HBSS se incubaron con f£-MLP & GM-CSF a las concentraciones
sefialadas, durante 1 h a 372C en el caso de f-MLP y durante 2 hr
cuando se estimularon con GM-CSF. Después de efectuar 3 lavados con
PBS y centrifugar a 1200 rpm durante 10 min, las células se enfriaron
réapidamente a 4e¢ y se procedid al marcaje mediante
inmunofluorescencia indirecta para el posterior andlisis por
citometria de flujo.

D. Analisis de Receptores por Citometria de Flujo.

Las suspensiones celulares en formaldehido fueron analizadas en un
citémetre de flujo (FACScan, Becton Dickinson Immunosystems, Mountain
View CA) provisto con rayo laser de ién de argén y operando en una
longitud de onda de 488 nm. Fué calibrado con microesferas
fluorescentes de 7.8 mc de didmetro (Becton Dickinson Immunosystenm,

Mountain View CA), y después de cada calibracién se mantuvieron los
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parametros: SSC 333, FSC 116, FL1 520, FL2 527 y AMP 2. De acuerdo a
tamafio ¥y granularidad de selecciond la poblacién de granulocitos (dot
plot) y establecida la ventana (gate) se procedidé al analisis. Se
obtuvieron mediciones de 5000 eventos que se procesaron en la
computadora y se expresaron en escala logaritmica obteniendose el
promedic de intensidad de fluorescencia. Adicionalmente se

obtuvieron histogramas de las muestras analizadas.

E. Evaluacién de otras funciones de los fagocitos relacionadas con
los receptores de opsoninas.

1. cCapacidad Bactericida de 1los PMNs. Se utilizé el método de
Edwards y cols., modificade (115) y validado en la Institucién (52).
Brevemente, es un micrométodo que consiste en incubar, en microplacas
de titulacién, PMNs y bacterias previamente opsonizadas, después de
lo cual se produce lisis de los neutrdéfilos y 1la suspensién
resultante se siembra en placas de agar soya tripticaseina (TSA)
para determinar las unidades formadoras de colonias (UFC) al inicio y
término de la incubacién y obtener el indice de muerte bacteriana.
Preparacién de la bacteria: Se utilizd una cepa de Staphylococcus
aureus y se incubd en caldo soya tripticaseina durante 18 hrs a
372C (bacteria en fase logaritmica de crecimiento). Se obtuvo la
concentracién bacteriana/ml mediante correlacidén con la Escala de Mc
Farland de densidad bacteriana por ml con densidades 6pticas medidas
en un epectrofotémetro Beckman modelo 26, utilizando una longitud de
onda de 540 nm. Las bacterias se ajustaron a una concentracién de

108/ml para la opsonizacién. 100 mcl de la suspensién de bacterias
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se incubaron con suero AB al 10% en HBSS 30 min antes del ensayo y se
obtuvo una concentracién bacteriana final de 106/ml.

Procedimiento: En microplacas de titulacién y por triplicado, se
colocaron 80 mcl de una suspensién celular ajustada a 5 x 10°
PMNs/ml de HBSS Yy 80 mcl de la suspensidn de bacterias opsonizadas,
manteniendo una relacidén PMN/bacteria de 10:1, asi como suspensiones
celulares sin la bacteria. Se incubaron durante 120 min en agitacién
continua a 372 C y en atmdésfera de CO2 al 5%. Antes de la incubacién
y al término de la misma, se tomd una alicuota de cada pozo de 10 mcl
de la mezcla y se diluyd® en dos ocasiones en agua destilada para la
lisis de los PMNs. De 1la Gltima dilucidn se tomaron 100 mcl y fueron
sembrados en placas de TSA al 4% con asa de vidrio. Las placas se
incubaron durante 18 hr a 379C después de lo cual se procedié al
conteo de UFC y se obtuvo el indice de muerte bacteriana (capacidad

bactericida) mediante la férmula:

CB = 1 - UFC muestra con bacteria/UFC muestra sin bacteria X 100

para los tiempos O y 120 min. Los resultados se expresaron como
porcentaje muerte bacteriana.

Se realizaron algunos ensayos para evaluar la capacidad bactericida
de los PMNs posterior a estimulos. Se utilizé GM-CSF a la
concentracién de 100 U/ml que se incubd con los PMNs durante 2 hr a

379C, previo a la determinacién de la capacidad bactericida.
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2. Mecanismos microbicidas oxidatives.

. Quimioluminiscencia. Se midié la respuesta de quimioluminiscencia
de los PMNs de acuerdo con lo descrito por Easmon (116) estableciendo
algunas modificaciones, en un luminémetro LKB - Wallac 1250. Se
utilizé como amplificador de la respuesta, el substrato luminol (5-
amino-2,3-dihidro-1,4~ftalazinediona, A8511, Sigma Chemical Co. ST
Louis Mo). Como particula a fagocitar y estimulo se utilizdé Zymosan
(levaduras de Saccharomyces cereviciae, Sigma Chemical Co, USA) que
fué preparado y opsonizado mediante el procedimiento siguiente: el
Zymosan fué suspendido usando agitacién en vortex a una concentracién
de 10 mg/ml en SS al 0.85%, y hervido durante 1 hr, después de 2
lavados con SS, fué resuspendido en HBSS a una concentracién final de
10mg/ml (20-30 X 108 levaduras /ml) y mantenido en alicuotas de 1 ml
a -1092C hasta su uso. Para la opsonizacidén, una alicuota de 1 ml
se diluyé en 20 ml de SS al 0.85% y colocd a bhafio maria durante 30
min a 372C. Después de enfriar a temperatura ambiente, se lavd y
centrifugé en dos ocasiones a 5000 rpm durante 10 min y se
resuspendid en un volGmen final de 1 ml de HBSS y suero AB al 20% que
fué incubado durante 30 min a 372C en atmésfera de CO2 al 5% y
agitacién, Después de un lavado se reconstituydé para obtener una
concentracién de 1.25 mg/ml para los ensayos necesarios.
Procedimiento: Se realizaron por duplicado, ensayos de las
condiciones basales y posterior a estimulos inflamatorios (GM-CSF).
En tubos de polyestireno, 2 x 10° PMNs, fueron incubados en 250 mcl
de HBSS/Albuimina/HEPES con y sin factor estimulante de colonias de
granulocitos (100 mcl de GM-CSF) durante 2 hr a 372C en atmdsfera de

CO2 al 5%. Posterior a la incubacidén se procedid a la lectura del
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primer ciclo de los 20 programados (basal). 100 mcl de la solucién de
luminol se agregaron a cada tubo, manteniendo una concentracién final
de 1073 M Yy 100 mcl de Zymosan opsonizado a los gque requerian de
dicho estimulo. Se completé con HBSS un volumen final de 700
mcl/muestra después de lo cual se prosiguid con la lectura de los
ciclos programados, ajustando el intervalo entre 1las muestras de
acuerdo al nGmero de las mismas. Se eligié el valor del pico méximo

de guimioluminiscencia y los resultados se expresaron en mvV.

. Reduccidn del colorante Nitroazil de Tetrazolio (NBT).

La medicién de esta funcidn se realizd de acuerdo a lo descrito por
Rook con algunas modificaciones (117). Es un micrométodo gque
consiste en determinar la cantidad de NBT que es reducida por los
PMNs mediante la solubilizacién del colorante con dimetil sulféxido
(DMSO) y utilizando el lector de ELISA para elaborar una curva de
titulacidén y obtener la cantidad de colorante reducido.

NBT grado III, cristalino (2,2’-Di-p-nitrofenil-5,5’~-difenil-3,3/~
[3,3’-dimetoxi-4,4’~-difenilen) cloruro de ditetrazolium, Sigma
Chemical Co, USA) se disolvid por calentamiento a 379C en PBS
libre de fenol a una concentracién de 1 mg/ml y se filtrd antes de su
uso. Forbol-miristato-acetato (PMA, Sigma Chemical Co, USA) se
utilizé como estimulo desencadenante del estallido respiratorio de
los PMNs. De una solucién concentrada de 50 mcg/ml en etanol,
mantenida a -202C, se tomaron alicuotas para los ensayos y llevarla
a una concentracién final de 125 ng/ml. KOH al 2M y DMSO se
utilizaron para la solubilizaciéon del NBT. Un lector de ELISA con

filtro a 570 nm se utilizé para las lecturas de DO y se elabord la
68



curva de titulacidn con cantidades conocidas de NBT reducido que se
correlacionaron con las densidades 6Spticas.

Procedimiento: En microplacas de titulacién se colocaron 10° PMN/25
mcl de HBSS por pozo, posterior a lo cual se agregaron 100 mcl de la
solucidn preparada de NBT. Se agregaron 100 mcl del estimulo soluble
(PMA) y se incubaron a 372C durante 30 min. El sobrenadante de cada
pozo que contenia el colorante, se retird y se agregé metanol,
realizando el mismo procedimiento en 3 ocasiones. Como el cambio de
coloracion refleja el total de NBT mas que el reducido, los pozos se
secaron con aire. El colorante fué solubilizado agregande 120 mcl de
KOH al 2M y 140 mcl de DMSO en cada pozo, mezclandose el contenido
con micropipetas para completar la solubilizacidn. Se procedid a la
lectura de las densidades dJpticas en el lector de ELISA y el
resultado en mcg de NBT reducido se obtuve utilizando la curva de

titulacidn.

VII. ANALISIS8 ESTADISTICO.
Los resultados se expresaron de acuerdo a la funcidén estudiada

considerando :

Ho. Los neutrofilos PMNs de nifios con desnutricién e infeccién
bacteriana aguda expresan adecuadamente los receptores de superficie
CR1, CR3 y Fc gamma RIII en condiciones de reposo y ante estimulos

inflamatorios al compararse con los de nifios eutréficos.
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a) Receptores CR1, CR3 y Fc RITI.

Se expresaron como promedio de intensidad de fluorescencia. Las
poblaciones estudiadas mostraron distribucién 1libre por lo que se
utilizaron pruebas no paramétricas para su analisis (118).

Al contrastar la expresién de cada uno de los receptores en
condiciones Dbasales (42C y sin estimulo) en los grupos de estudio,
se utilizo el analisis de varianza de una clasificacién por rangos de
Kruskal-Wallis para establecer diferencias generales y la prueba U de
Mann-Whitney para las diferencias entre grupos.

En el analisis del efecto de temperatura, f~MLP y GM-CSF sobre la
expresién de cada uno de los receptores en los diferentes grupos
estudiados, se utilizaron el analisis de varianza de dos
clasificaciones por rangos de Friedman para diferencias generales y
la prueba de rangos sehalados y pares igualados de Wilcoxon para
diferencias intra grupo.

b) Capacidad bactericida.

Los resultados se expresaron como porcentaje de muerte intracelular.
Igualmente la distribucién de los valores estudiados fue libre por lo
que se utilizaron pruebas no paramétricas (118). Las diferencias
generales entre los grupos de estudio se analizaron mediante
analisis de varianza de una clasificacidén por rangos de Kruskal-
Wallis y las diferencias entre grupos mediante la prueba U de Mann-
Whitney. En el analisis de las condiciones basales y postestimulo se
utilizé la prueba de rangos sefialados y pares igualados de Wilcoxon.
c) Quimioluminiscencia.

Los resultados se analizaron utilizando el promedio de los duplicados

del pico méximo de quimioluminiscencia expresado en mV, y el promedioc
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de las muestras de los grupos estudiados. La distribucidn de estos
datos no fue normal por lo que se utilizaron pruebas no paramétricas
en su analisis (118). Al contrastar las diferencias generales entre
los grupos independientes se utilizé el analisis de varianza por
rangos de Kruskal-Wallis, y para las diferencias entre dos grupos la
prueba U de Mann-Whitney. Las diferencias pre y postestimulo se
trataron de establecer utilizando la prueba de pares igualados y
rangos sefialados de Wilcoxon.

d) Reduccién de NitroazGl de Tetrazolio.

Los resultados se expresaron en mcg de colorante reducido, a partir
de la curva de titulacién obtenida de la correlacién entre D.O. y mcg
de colorante, analisis que se realizdé utilizando el Coeficiente de
Correlacidédn de Rango de Spearman (rs). Se analizaron los resultados
con pruebas no parametricas (118); analisis de varianza por rangos de
Kruskal-Wallis para diferencias generales entre los grupos y U de
Mann-Whitney para las diferencias entre dos grupos. La contrastacidén
de pre y postestimulo se establecidé mediante la prueba de rangos

sefialados y pares igualados de Wilcoxon.

VIII. RESULTADOS.

A) Caracteristicas clinicas de los pacientes estudiados,

Se estudiaron 12 adultos voluntarios sanos para los valores de
referencia y estandarizacién de los métodos. De los 40 pacientes
considerados para el estudio, se excluyeron un total de 5. Los
diagnosticos de ingreso en 4 de ellos fueron Desnutricién de III
grado y septicemia por microorganismos gram negativos, posteriormente

se corroboro Sindrome de Inmunodeficiencia Adgquirida en 1 y en los 3
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restantes hasta el momento de terminado el estudio se consideraron
con sospecha de HIV. Al quinto paciente excluido se 1le hizo
diagnéstico de Enfermedad Granulomatosa Cronica. Los 35 sujetos que
constituyeron el estudio quedaron distribuidos en los siguientes
grupos: "Sanos" o} eutréficos sin infeccidén bacteriana aguda
(n = 10), Eutréficos infectados (n = 10), Desnutridos sin infeccién
bacteriana aguda ( n = 5 ) y Desnutridos infectados (n = 10). Las
caracteristicas clinicas de estos sujetos se muestran en la tabla

3 y laboratoriales en la tabla 4.

B) Concentracién optima de anti-CR1, anti-CR3 y anti -Leu 1llb.

De 1los ensayos realizados en PMNs de adultos con diferentes
concentraciones del anticuerpo especifico a cada receptor, se obtuvo
la concentracién optima para logar la saturacidén de los mismos . Se
expresd6 el promedio de fluorescencia relativa + E.E.M. Al no
encontrar diferencia estadisticamente significativa en la
fluorescencia a partir de la concentracién de 2.5 a 5.0 mcg/ml de
anticuerpo (p >0.05), se eligié 1la concentracién de 3.75 mcg/ml
(Grafica 1). El promedio de intensidad de fluorescencia para el
receptor CR1 en los PMNs de adultos fué de 251.59 + 12.17, para CR3
de 1855.68 + 13.01 y para Fc RIII de 1412.07 + 80.34.

C) Efecto de la temperatura en la expresién de los receptores para
opsoninas en los PMNs,

Considerando los mecanismos que modulan la expresién de los
receptores CR1, CR3 y Fc RIII, se estudié el efecto de la temperatura

sobre la expresidén de estos. Bajo iguales condiciones de separacién
72



de PMNs obtenidos de los sujetos considerados "sanos", el cambio de
temperatura de 42C a 379C durante 30 minutos, no produjo efecto
alguno en la expresién del receptor CR1 ( 40.88 + 4.29 vs 44.35 + 5.6
p > 0.05) ni en la de Fc RITI (323.65 + 59.38 vs 394.49 + 53.38 p >
0.05). Contrariamente se observo un incremento significativo en la
expresidén de los receptores CR3 ante este cambio, 158.58 + 15.82 vs
234,67 + 33.97 p < 0,05.

D) Expresidén de los receptores CR1, CR3 y Fc RIII en PMNs de nifios
No Infectados.

Al evaluar la expresidén de estos receptores en 1los grupos de
Eutréficos y Desnutridos sin infeccién en iguales condiciones de
procesamiento de las muestras, 492C y sin estimulos, no observamos
diferencias en ninguno de los receptores al comparar ambos grupos, p

> 0,05 (Tabla 5).

Tabla 5. Expresidén de receptores CR1,CR3 y Fc RIII en PMNs de nifios

NO Infectados (49C y sin estimulos)*

CR1 CR3 Fc RIII
Eutréficos 40.88 + 4.29 158.8 + 15.82" 323.65 % 59.38
Desnutridos 45.28 + 10,32 117,11+ 17.56" 300.97 + 26.29

*Los resultados representan promedio de intensidad de fluorescencia
de N = 10 + EEM.
~p = 0.06
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E) Expresioén de receptores CR1, CR3 y Fc RIII en PMNs de nifios
Infectados.

Ccn el propdsito de evaluar el efecto gque produce la infeccién
bacteriana aguda sobre la expresidén de los receptores de opsoninas se
analizaron en condiciones basales ( 49C y sin estimulos) a los grupos
de Eutrdéficos y Desnutridos con infeccién bacteriana aguda, no
encontrando diferencias en la expresidén de CR1 y CR3 al comparar
ambos grupos: 50.13 + 6.96 vs 38.05 + 4.20 p > 0.05 y 170.15 +
17.08 vs 145.41 + 9.2 p > 0.05, respectivamente (Figura 5a). Con
respecto al receptor Fc RIII si observamos diferencia en su expresidn
al comparar ambos grupos 398.63 + 49.77 vs 519.83 + 41.78 p <
0.05 (Grafica 2, Figura 5b). El cambio de temperatura de 42C a 372C
en la expresidén de los receptores CR3 y Fc RIII en los PMNs de nifios
eutrdéficos y desnutridos infectados, produjo incremento en la
expresién de CR3 y disminucién en la de Fc RIII respectivamente

(Figuras 6a yb).

F) Efecto de f-MLP y GM-CBF sobre la expresién de los receptores para
opsoninas en PMNS.

Para determinar si la célula es capaz de responder ante el estrés
producido por la infeccidn "in vitro", se utilizaron como estimulos
inflamatorios f-MLP y GM-~CSF. Dado gque el procedimiento de
incubacién se 1llevo a cabo a 37°C, se consideraron los valores
obtenidos a esta temperatura como parametros de referencia para
establecer las comparaciones. Al analizar los receptores CR1
encontramos gque a 3792C los PMNs de nifios Eutréficos Infectados

muestran una mayor expresidon de estos receptores al compararse con
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los grupos de Eutréficos sin infeccién y los Desnutridos infectados
79.43 + 11.84 vs 44.35 + 5.6 y 47.13 + 4.24 p < 0.01

respectivamente (Grdfica 3). Aunque se observd esta misma tendencia

I+

en la expresidédn de CR3 en el grupo de Eutréficos Infectados (315.21
37.12) al compararse con los Eutréficos sin infeccidn (234.67 +

33.9) y Desnutridos Infectados (307.02 + 41.88), la diferencia
encontrada no fué comprobada estadisticamente ( p > 0.05).

La expresién del receptor Fec RIII fue significativamente mayor en
los PMNs de nifios Eutrdéficos Infectados (519.70 + 52.43) al
compararse con los grupos Eutréficos sin infeccién ( 394.49 * 53.38
p< 0.05), Desnutridos sin infeccidn (235.54 + 94.88 p < 0.01) y
Desnutridos Infectados (356.73 i 39.61 p < 0.05). Grafica 4.
Posterior al estimulo con f-MLP, los PMNs mostraron un incremento en
la expresidén de CR1 en los grupos de nifios Eutré6ficos sin infeccitn
de 44,35 + 5.65 a 78,00 + 5.8 p < 0.05 , y en Eutrdficos
Infectados de 79.43 + 11.84 a 144.05 + 19.61 p < 0.05, no habiendo
cambios comprobables estadisticamente en el grupo de Desnutridos
Infectados cuyos valores variaron de 47.13 + 4.24 a 54.9 * 6.57 p >
0.05 (Gré&fica 5). En la expresidn del receptor CR3 solo se encontrd
diferencia en el grupo de Desnutridos Infectados donde el estimulo

con f-MLP produjo una disminucién de la expresién del receptor en

estudio (Tabla 6, Figura 7a).
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Tabla 6. Efecto de f-MLP sobre la expresién del receptor CR3 en
PMNs de Eutrdéficos y Desnutridos.*

37eC f-MLP
Eutréficos sin Infeccion ~ 234.67 + 33.9 344.88 + 79.55
Eutréficos Infectados an 315.21 + 37.12 306.12 + 50.19
Desnutridos Infectados ~~* 307.02 + 41.88 205,55 + 18.09

*Los resultados representan promedio de intensidad de fluorescencia

+ E. E. M,

~ n= 7 p=o0.11
A n =10 p = 0.43
ArA~qn =10 p = 0.05

Al analizar el efecto de f-MLP sobre el receptor Fe¢ RIII, no se
observé diferencia en su expresién, en los PMNs del grupo de nifios
Eutréficos sin Infeccidn (394.49 + 53.38 vs 420.71 #+ 71.03 p > 0.05,
datos no graficados). Aparentemente hubo una disminucién posterior al
estimulo en los PMNs de los nifios Desnutridos Infectados de 356.73 +
39.61 a 289.96 + 26.44, no comprobada estadisticamente (p > 0.05), y
en el grupo de Eutrdficos Infectados, una disminucién significativa
de la expresién del receptor en estudio de 519.70 + 52.43 a 324.44 +
48.44 p < 0.02 (Grafica 7).

El efecto del GM-CSF se probdé unicamente en los grupos de Eutréficos
y Desnutridos Infectados y para los receptores CR3 y Fc RIII. Al
respecto, el GM~CSF produjo una disminucién en la expresién de CR3
(Figura 7a) en los PMNs de nifios Desnutridos Infectados con respecto
al ensayo a 372C de 307.0 + 41.88 a 55.05 % 5.14 {(p < 0.005),
igualmente se observd esta disminucidén al compararlo con el efecto
producido por £-MLP de 205.55 + 18.09 vs 55.05 + 5.14 ( p < 0.01)., En

el grupo de Eutréficos Infectados también ocurrié disminucién en 1la
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expresién del receptor CR3 posterior al estimulo con GM-CSF de 315.21
+ 37.12 a 252.49 + 33.29 (p = 0.05) sin observarse otra diferencia
comprobable estadisticamente (Grafica 6).

El efecto producido por el GM-CSF sobre la expresién del receptor Fc
RIII (Figura 7b), fue similar al producido sobre CR3, se observd
una disminucién significativa en el grupo de nifios Desnutridos
Infectados respecto al ensayo a 372C de 356.73 + 39.61 a 209.16 +
23.69 ( p < 0.02) y aparentemente un incremento en el grupo de nifios
Eutréficos Infectados de 519.70 + 52.43 a 589.73 + 29.94 (p >

0.05), efecto contrario al producido por el estimulo con £-MLP

(Gréfica 7).

G) Capacidad Bactericida en PMNs de Eutrdficos y Desnutridos
Infectados.

Al analizar esta funcidén en los PMNs no estimulados, se observd
diferencia en el porcentaje de muerte intracelular entre los grupos
estudiados (p = 0.049), siendo menor en el grupo de nifios Desnutridos
Infectados (49.6 + 5.6 ) cuando se compard con los nifios Eutréficos
sin infeccién (70.2 + 7.22 p = 0.048) y los Eutréficos Infectados
(82.6 + 6.9 p = 0.016 ). Grafica 8.

Posterior al estimulo con GM-CSF, se observd un incremento en los
valores de muerte intracelular en los PMNs de los dgrupos de
Eutréficos sin infeccién de 70.2 + 7.22 a 80.4 + 3.02 y Desnutridos
infectados de 49.6 + 5.6 a 53.4 + 8.2, asi como una disminucién en el
porcentaje de muerte intracelular en los PMNs de Eutréficos
Infectados de 82.6 + 6.9 a 61.71 + 10.53, no siendo corroborados

estadisticamente tales cambios. Cabe sefialar que los PMNs de los
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nifios con desnutricién, mostraron los porcentajes de muerte
intracelular mas bajos de los grupos estudiados tanto en condiciones

basales como posterior al estimulo (p =0.028) Grafica 8.

H) Quimioluminiscencia y receptores para opsoninas en PMNs de
Eutroficos y Desnutridos Infectados.

En el andlisis de la funcién de quimioluminiscencia, se observd una
diferencia en los valores basales entre los grupos de estudio, los
PMNs de los nifios Eutréficos Infectados mostraron mayor
quimioluminiscencia 386.14 + 52.12 mV al compararse con los
Eutroficos sin infeccidén 203.62 + 14.22 mV (p = 0.01) y los
Desnutridos Infectados 255.11 + 29.58 mV (p = 0.03). Al efectuar la
comparacidén de cada uno de los grupos antes y después del estimulo
con GM=-CSF, no se observaron diferencias que pudieran comprobarse

estadisticamente (Grafica 9).

I) Reduccidén de Nitroazll de tetrazolio en PMNs de Eutréficos y
Desnutridos Infectados.

En el an&lisis de estos resultados no se encontraron diferencias
.entre los grupos estudiados, ni efecto alguno del estimulo,

comprobable estadisticamente (Tabla 7).
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Tabla 7. Reduccién del NitroazGl de tetrazolio en PMNs y efecto de
PMA. *

379C PMA
Eutréficos sin Infeccidn 1.93 + 0.24 3.23 + 0.56
Eutréficos Infectados 2.72 + 0.39 3.41 4+ 0.43
Desnutridos Infectados 2.53 + 0.34 3.98 + 0.44

Los resultados representan el promedio de N=4, expresado en mcg de
colorante reducido + E.E.M. p > 0.05.

Fera TrS3 N DEBE
SR DE LA BIBLIGTECA

IX. DISCUSION

La respuesta inmune en pacientes con desnutricién e infeccidn
bacteriana aguda, y en particular la funcién de células fagociticas,
se ve sujeta al efecto de citocinas y factores proinflamatorios
activando o inhibiendo muchos de los procesos celulares (18,119).
Los neutréfilos Mutilizan" receptores de superficie para captar
sefiales y responder a los cambios producidos en el microambiente por
inflamacién, infeccién u otras condiciones. De interés particular
por su participacién como moduladores de las funciones de adherencia,
quimiotaxis y capacidad bactericida entre otras, son los receptores
para las principales opsoninas: IgG (Fc RIII), C3 (CRl) y C3bi
(CR3).

En este estudio hemos demostrado gque 1los PMNs de nifios con
desnutricién e infeccién bacteriana aguda no expresan en forma
adecuada los receptores de opsoninas y la capacidad de estas células

para incrementar la expresién de los receptores ante estimulos
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especificos es deficiente. Los hallazgos gque apoyan este hecho
fueron: 1) la mayor expresidén de Fc RIII observada en los PMNs de
nifios desnutridos infectados al compararse con los PMNs de nifos
desnutridos sin infeccién en condiciones basales (Grafica 2), 2) Una
menor expresidn del receptor CR1 en los PMNs del mismo grupo cuando
las condiciones de temperatura se modificaron (Grafica 3), 3) una
significativa disminucién en la expresién del receptor CR3 en los
PMNs de estos pacientes cuando fueron estimulados con f~MLP,
observandose el mayor efecto de "subexpresién" (downregulation) al
ser estimulados con GM-CSF (Gr&fica 6) y 4) disminucién significativa
en la expresién de Fc RIII cuando los PMNs de nifios con desnutricién
e infeccién bacteriana aguda se estimularon con GM-CSF (Grafica 7).

En trabajos realizados en pacientes adultos con infeccién bacteriana
aguda, Sims y cols. (120) encontraron un incremento de la fagocitosis
en PMNs medida por la ingestidén de particulas opsonizadas con
iﬁmunoglobulina y las fracciones de complemento C3b. Cuando sélo se
opsonizé con la fraccién C3b, la fagocitosis no ocurrid y se observd
muy poca ingestién de eritrocitos cubiertos por C3bi en los PMNs de
los pacientes de estudio. Los receptores de superficie Fc RIII, CR1
y CR3 no presentaron alteracién en su expresién con respecto a los
PMNs de los controles y concluyen que el incremento de la funcién
fagocitica no parece estar determinado por diferencias en el nimero
de los receptores opsdnicos (120). Estudios sobre la expresién de
receptores CR1l, CR3 y Fc RIII en PMNs de recién nacidos realizados
por Smith y cols. (107) y bajo condiciones de estimulacién con
quimioatractantes, han mostrado una menor expresién de CR3 y CR1 asi

como de Fc RIII siendo miAs acentuada en PMNs de recién nacidos
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pretérmino. Dado que las condiciones de inmunidad y las funciones
de las células fagociticas son muy similares entre los neonatos y el
paciente desnutrido, los mecanismos que explican las anomalias
encontradas en los PMNs de recién nacidos pudieran ser aplicables al
paciente con desnutricién. Hemos realizado estudios donde
demostramos que la adherencia de los PMNs en pacientes pedidtricos
desnutridos infectados se encuentra incrementada, funcién gque tiene
estrecha relacidén con la expresién de receptores CR3 y moléculas de
adhesién (15). Asi mismo en estudios previos donde evaluamos la
capacidad del PMN de reconocer particulas opsonizadas, lo cual, de
manera indirecta nos traduce la capacidad de la célula para expresar
los receptores opsodnicos, hemos encontrado gque el nifio con
desnutricién y mas atn con desnutricidén e infeccién bacteriana
aguda, expresa receptores de opsoninas en menor proporcidén (3).

La mayor expresidén del receptor Fc RIII encontrada en los PMNs de
nifios con desnutricién e infeccidén (células en estado de '"reposo",
procesadas a 4 C), sugiere que los PMNs de estos sujetos (los cuales
han estado sometidos a diferentes estimulos inflamatorios in vivo),
han sido previamente activados. Estos datos concuerdan con los
resultados encontrados por Guyre y cols. (121) guienes encontraron
que pacientes con infeccidn estreptocécica, presentan incremento en
el nimero de receptores Fc RI al parecer por un posible efecto
activador in vive de citocinas como Interferdn gamma que se liberan
durante procesos infecciosos.

Cuando las células se estimularon con £f-MLP, se encontré el

incremento esperado en la expresién del receptor CR1 en los PMNs de
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nifios eutréficos infectados y no infectados; sin embargo, la
respuesta fué nula en los PMNs de nifios con desnutricién e infeccién.
El efecto del f-MLP sobre la expresidén del receptor CR3 fué de una
disminucién, unicamente observada en los ©PMNs de nifios con
desnutricién e infeccién, hecho gue pudiera ser consecuencia de una
incapacidad del neutrdéfilo para sobreexpresar los receptores
presentes en los depésitos intracelulares, o probablemente por
alteracidén en algin paso de su sintesis. Considerando la relacién de
este receptor con la funcidén de adherencia, podemos suponer que la
falta de respuesta ante estimulos especificos de los PMNs de nifios
desnutridos infectados para incrementar el porcentaje de adherencia
(15), pudieran estar determinados por una inadecuada expresién de los
receptores CR3. Igualmente, los valores mds bajos en el porcentaje
de muerte bacteriana observados en los PMNs de nifios con desnutricién
e infeccién del presente estudio, es probable que estén asociados a
la insuficiente expresidn de dichos receptores.

Un efecto similar de disminucién en la expresién de receptores se
observdé al analizar el efecto de f-MLg sobre la expresidén del
receptor Fc RIII en los PMNs de nifios eutréficos infectados y 1la
misma tendencia en los PMNs de desnutridos infectados sin ser esta
significativa, 1o que sugiere que la condicidén de infeccién parece
ser determinante en esta diferencia. El receptor Fc RIII, se une a
membrana a través de glicosil-fosfatidil~inositol, ademds de que
funciona en conjunto con el receptor para formil-péptidos vy el
sistema de proteinas G como una sola unidad en la transmisidén de
seflales generadas por ligandos que se unen a este receptor (84). En

base a lo anterior, la regulacién de la expresién del receptor Fc
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RIII se ve determinada por la internalizacién del mismo asi como por
factores que promueven su liberacién de la membrana plasmatica como
fosfolipasa ya que su anclaje es sensible a esta enzima. Por otro
lado, es posible que el receptor Fc RIII se vea afectado por hormonas
o citocinas gue previamente hayan favorecido su liberacién al espacio
extracelular y de esta forma el receptor se detecta en menor
proporcién en la superficie de la célula, sobre todo, si al igual que
para otro tipo de receptores, existe la posibilidad de que Fc RIII no
sea totalmente expresado por alteraciones en su sintesis y reciclaje.

El mayor cambio observado en la expresién de los receptores CR3 y Fc
RIII fué el producido por el estimulo con GM-CSF que resultd en una
disminucién significativa y mucho m&s marcada en los PMNs de nifios
desnutridos infectados y en una tendencia al incremento del receptor
Fc RIII en los PMNs del nifio eutréfico.

Las alteraciones de la funcién de los PMNs bajo condiciones de
desnutricién e infeccién ain no se han esclarecido. Es conocido que
los nifios desnutridos cursan con una mayor frecuencia de infecciones
bacterianas predominantemente por organismos gram negativos, cuyos
componentes de membrana externa son capaces de activar diversos
sistemas celulares y producir 1liberacidén de factores humorales,

especificamente citocinas. De gran importancia es el estado o
funcionalidad de la célula fagocitica para reconocer particulas.
opsonizadas a través de sus receptores de membrana CR1l, CR3 y Fc
RIII, cuya expresidén encontramos alterada. La mayor expresién del
receptor Fc RIII que se observd en condiciones basales o de reposo,

sugiere la activacién in vivo del PMN por diversas citocinas u

hormonas Aincrementadas en estados de desnutricién y con efectos
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conocides sobre 1la modulacién de este receptor y funciones
relacionadas (79,82,119).

El efecto de f£f-MLp y GM~CSF en la expresion de receptores de
opsoninas es provomer la sintesis de los receptores CR1 y CR3 bajo
condiciones normales. $in embargo en los PMNs del paciente
desnutrido, los estimulos mencionados tuvieron un efecto de
disminucién en la expresién de estos receptores.

Existen pocos estudios sobre la expresidn de receptores de opsoninas
en PMNs de pacientes desnutridos infectados y la informacidén gque m&s
se asemeja por las condiciocnes de inmunidad de estos pacientes,
proviene de estudios en PMNs de recién nacidos. Algunos trabajos han
reportado que los PMNs del recién nacido tienen una incapacidad
relativa en la expresidn de receptores (107), sin embargo también se
ha reportado (106) que solo se ve afectada la expresién de CR3,
postulandose una alteracién a nivel celular, atribuible a una mayor
rigidez y falta de fluidez en la membrana de los PMNs en este tipo de
pacientes.

En estudios preliminares, hemos analizado el efecto de Pentoxifilina,
un modulador de membrana, sobre la expresién de los receptores de
opsoninas en PMNs de nifios desnutridos con infeccién bacteriana
(datos no publicados) y este defecto en 1la expresidén 1llega a
corregirse cuando los PMNs son tratados previo al estimulo (£f-MLP)
con el farmaco modulador de membrana, por lo que suponemos, que al
igual que en los PMNs del recié&n nacido, el defecto en los PMNs del
paciente desnutrido sea secundario a alteraciones de 1la membrana
celular o del citoesqueleto. En un estudio acerca del efecto de

fosfatidil colina y acido linoléico en la respuesta fagocitica de
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los PMNs y en la generacidn de araquidonato en adultos normales, se
observé que estos suplementos pueden modificar la composicién del
principal &cido graso en los PMNs e incrementar la fagocitosis y
muerte de microorganismos en un sistema ex vivo por efecto de
fosfatidil colina (119). Se sugiere en este estudio que el mecanismo
de accidn de fosfatidil colina pudiera estar relacionado con cambios
en la composicién de lipidos de membrana del PMN gue promueven la
liberacién de eicosanocides vasoactivos y biorreguladores de las
respuestas inmunecs. Considerando lo anterior, podemos suponer gue
alteraciones en la composicién de lipidos en membrana por condiciones
de la propia desnutricién asi como el efecto de substancias
reguladoras presentes en estados de inflamacibén, pueden determinar en
parte la inadecuada movilizacién y expresidn de algunas proteinas en
membrana, en este caso de receptores, sin embargo son necesarios
estudios a este respecto.

Con los hallazgos de este y otros estudios, especulamos que en el
desnutrido infectado en el cual ocurren frecuentes infecciones, se
mantiene un estado de activacién inmunoldégica practicamente
"constante" por la influencia de citocinas pro-inflamatorias como
TNF~alfa, IF-gamma, IL-1 entre otras, que a su vez activan o inhiben
diversas funciones fagociticas propiciando la "permanente"
interaccién ligando-receptor con la consiguiente secuencia de eventos
que ocurren para la eliminacién de microorganismos. Sin embargo, la
falta de respuesta a estimulos inflamatorios (f-MLP) y citocinas (GM-
CSF) para incrementar la expresién de los receptores CR1 y CR3 en los
PMNs del sujeto desnutrido infectado, aunado a la correccién parcial

de este defecto cuando se utilizé un farmaco modulador de membrana,
85



sugiere fuertemente una profunda alteracién en 1la capacidad de
sobreexpresidén o translocacidén de estos receptores. Con respecto al
receptor Fc RIII, su menor expresién encontrada en los PMNs de nifios
desnutridos infectados posterior a los estimulos utilizades, no se
puede explicar unicamente por una alteracién a nivel de membrana ya
que su modulacién depende de la internalizacién y liberacién de la
membrana celular (74). Se requeriria cuantificar la concentracién del
receptor libre en plasma y sobrenadante de células activadas para
inferir otros mecanismos que expliguen la imposibilidad del PMN para
sobreexpresar este receptor.

Es probable que in vivo exista liberacién del receptor Fc RIII y
tanto la disminucién en la produccidn, transporte y el incremento en
su liberacidén puedan combinarse para reducir su expresién en los PMNs
de los sujetos desnutridos.

Las consecuencias de la menor expresién de los receptores CR1l, CR3 y
Fc RIII en 1los PMNs de nifnos desnutridos infectados atGn se
desconocen, sin embargo los receptores de superficie celular son
esenciales para que el PMN responda a los mediadores de inflamacién y
reconozca, fagocite y destruya bacterias patdgenas. La deficiente
capacidad bactericida que observamos en los PMNs de nifios con
desnutricién e infeccién, adem&s de la nula respuesta ante los
estimulos f-MLP y GM-CSF para mejorar el estallido respiratorio y la
propia capacidad bactericida en los PMNs de estos pacientes, pueden
ser el resultado de la insuficiente expresidén de los receptores de
opsoninas.

El desconocimiento de los mecanismos responsables de las

anormalidades en las funciones de las células fagociticas de los
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nifios con desnutricién e infeccidén es limitante para el manejo
adecuado de estos defectos. Ademas, la eficacia de tratamientos
como inmunoglobulina intravenosa en la prevencién y manejo de las
infecciones bacterianas (123,124), cuya potencial efectividad reside
en su capacidad de opsonizar bacterias y servir como ligando al
receptor Fc en el PMN, se veria afectada, dado que la expresién de
este receptor se encuentra disminuida. Por otro lado la menor
expresidén del receptor y el posible incremento de receptor 1libre
circulante, estimularian otros sistemas celulares causando un efecto
contraproducente y condicionaria la formacién de complejos inmunes.
La identificacién de los defectos especificos en las defensas del
huesped con desnutricién, conducirdan al mejor entendimiento de 1la
susceptibilidad a infecciones bacterianas que muestran estos sujetos,
asi como a encontrar nuevas formas terapéuticas para la correccidn de
estos defectos, aplicable no solo al desnutrido sino a otro tipo de
pacientes con alteraciones similares.

Definitivamente desde el punto de vista nutricional, la correccién de
la pérdida de nutrientes secundario al deficiente aporte o mayor
consuno dado por la condicién subyacente, mejorard la respuesta

inmune del huesped a la infeccién.
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Figura 1. CINETICA DE MADURACION DE LOS NEUTROFILOS
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Figura 2. MADURACION FUNCIONAL DE LOS NEUTROFILOS POLIMORFONUCLEARES
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TABLA 3. CARACTERISTICAS CLINICAS

EUTROFICOS DESNUTRIDOS
INFECCIOM BACTERIANA AGUDA
AUSENTE PRESENTE AUSENTE PRESENTE
NUMERO DE PACIENTES 10 10 5 10
EDAD EN MESES* 1531 28 168 L 4.2 172159 81118

DESNUTRICION

o

i 3 3
1 —— N 1 7
DIAGNOSTICOS
INFECCIONES BACTERIANAS Y AGUDAS
SEPTICEMIA 3 - 5
MENINGITIS/VENTRICULTIS 1 _— 3
O1ITIS MEDIA/SINUSITIS 3 — 1
ADENITIS CERVICAL 1 —_— 0
CELULITIS/ABSCESOS 3 - [
NEUMONIA/DERRAME PLEURAL 3 — 2
PERITONITIS 1 —— 1
INFECCIONES VIAS URINARIAS - 1 - 3
01108
LESION TRAUMATICA 1 - 0 _—
DACRIOLSTENOSIS 0 1 P
ESTRABISMO 4 0 -
LABIO/PALADAR HENDIDOS 3 1 - -
RECUPERADO DE SEPSIS 0 2 R
GINECOMASTIA 1 - 0 .
MAR/POSTOPERADO 0 1 1 ——
CRIPTORQUIDEA 1 - 0 ———
0TS MEDIA AGUDA/CELULITIS (RECUPERADO) 1 - 1 -
DEFUNCIONES - 2 — 2

X EEM
MAR = MALFORMACION ANORRECTAL



TABLA 4. CARACTERISTICAS LABORATORIALES
’ DE LOS GRUPOS DE ESTUD!O

DESNUTRIDOS

INFECCION BACTERIANA AGUDA

AUSENTE PRESENTE AUSENTE PRESENTE
AISLAMIENTOS BACTERIANOS (ORIGEN)**
K praumome - 0 -—— 4 {a.c)
£ coli -—— 1 (d) - 3 (o)
P vulgaris -——— o -——— 2 (c)
P. aeruginosa -—— 2 (d,n R 2 (b, d 1)
Stugella - 0 —-——— 1 ()
Salmonaslia b -——— [ —-——— 1 (8)
H intluensae b - 2 (b. d) - 0
S aureus - 2 (2,b.0.9) - 1 ()
BIOMETRIA HEMATICA
Hematacrio (%/di)* 36.0+ 0.6 460 1.7 31.0 ¥ 1.8
Hemoglobina (g/al)* 11803 118105 106 06
Leucocitos‘mm’ 98311 1519 26 14.04: 27
Neutrofilos'mm* 37605 817105 82807
Bandas/mm* 0 051: 01 071! 0.2
Plaquetas,imm* normales normales normales 96.2 120

*X EEM

“*ORIGEN A) SANGRE B} I.CR C) ORINA D) ABSCESO [) MATERIA FECAL F) LIQUIDO DE BRONCOASPIRACIGN G} LIQUIDO DE OIDO MEDIO
i4) TEJIDO PULMONAR {Autopsia)

{ x 1000,imm >

)
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Gréfica 1. Determinacién de la concentracidén Optima del anticuerpo
monoclonal especifico para obtener 1la saturacién de los receptores
CR1, CR3 y Fc RIII expresados en PMNs. Suspensiones de 2.5 X 10°
PMNs/200mcl HBSS provenientes de adultos sanos, se tiferon mediante
inmunofluorescencia indirecta para el andlisis por citometria de
flujo. Se determindé la media de fluorescencia de 5000 células en
cada muestra por duplicado. Se muestra el X + E.E.M. de la

intensidad de fluorescencia de 5 experimentos.
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Gr&afica 2. Expresién del receptor Fc RIII en PMNs no estimulados.

Los procedimientos de separacién v tincién mediante

inmunofluorescencia indirecta para el andlsis por citometria de flujo

se realizaron a 49C. Se determind la media de fluorescencia de 5000

células en cada muestra por duplicado. N es el nimero de sujetos en

cada grupo. Se muestra el X + E.E.M. * p < 0.05, Eutréficos

infectados vs Desnutridos infectados. *#%* p < 0.01, Desnutridos sin

infececién vs Desnutridos infectados.
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Grafica 3. Expresién de CR1 a 3792C en PHNs., Suspensiones de 2.5 X
10° PMNs/200 mcl HBSS, se incubaron a 379C durante 1 h previo al
procedimiento de inmunofluorescencia indirecta para 21 analisis por
citometria de flujo. Se determind la media de fluorescencia de 5000
células en cada muestra. Se presenta el X # E.E.M. de 9 experimentos
en cada grupo. * p < 0.01 Eutréficos infectados vs Eutréficos sin

infeccién y Desnutridos infectados.
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Suspensiones de 2.5 X 105 PMNs/200 mcl HBSS, se incubaron a 37¢C

durante 1 h previo al procedimiento de inmunofluorescencia indirecta

para el anadlisis por citometria de flujo. Se determindé la media de
fluorescencia de 5000 células en cada muestra., N representa el numerc
de sujetos en cada grupo. Se presenta el X + E.E.M. de los valores
de fluorescencia. #* p < 0.05 EButrdéficos infectados vs Eutrdficos sin
infeccién y Desnutridos infectados. ** p < 0.01 Desnutridos sin

infeccién vs Eutréficos infectados.
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Gr&fica 5. Efecto del estimulo f-MLP sobre la expresidén del receptor
CR1 en PMNs. Suspensiones de 2.5 X 10° PMNs/200 mcl HBSS, se
incubaron a 379C en presencia o ausencia de f-MLP a una concentracién
de 1077 M, durante 1 h. Se tifieron mediante inmunofluorescencia
indirecta para el andlisis :por citometria de flujo. Se determiné 1la
media de fluorescencia de 5000 células. Se muestra el X + E.E.M. de
7 experimentos en cada uno: de los grupos. * p < 0.05, Eutrdficos
sin infeccién pre y post-estimulo. ** p < 0.05, Eutréficos

infectados pre y post-estimulo.
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Grifica 6. Efecto de f-MLP y GM~CSF sobre la expresion del receptor
CR3 en PMNs. Suspensiones de 2.5 X 10° PMNs/200 mcl HBSS, se

incubaron a 379C durante 1 y 2 horas en ausencia de estimulos y con

los estimulos f-MLP ( 10 M) y CM-CSF ({100 U/ml). Se tiferon
mediante  inmunofluorescencia indirecta para el analisis por

citometria de flujo. Se determind la media de fluorescencia de 5000

células. Se muestra el X + FE.E.M. de los valores obtenidos de 10
experimentos en cada grupo. * p = 0.05, Eutrdéficos infectados,
ensayo a 372C vs estimulo GM-CSF. ** p = 0.02, Desnutridos

infectados, ensayo a 37°C vs estimulo f-MLP; *** p < 0.005, ensayo a

37@C vs estimulo GM-CSF.
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Grafica 7. Efecto de f-MLP y GM-CBF sobre la expresién del receptor
Fc RIII en PMNs. Suspensiones de 2.5 X 10° PMNs/200 mcl HBSS, se
incubaron a 379C durante 1 y 2 horas en ausencia de estimulecs y con
estimulos f-MLP (10~ M) y GM-CSF (100 U/ml). Se tiferon mediante
inmunofluorescencia indirecta para el andlisis por citometria de
flujo. Se determino la media de fluorescencia de 5000 células en
cada muestra. Se presenta el X + E.E.M. de los valores obtenidos de
10 experimentos en cada grupo. * p = 0.025, Eutrdéficos infectados,
ensayo a 37¢C vs f~MLP. ** p = 0.025, Desnutridos infectados, ensayo

a 37eC vs GM-CSF.
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Grafica 8. Efecto de GM~CS8F sobre la Capacidad Bactericida de PMNs.
5 X 103 PMNs/100 mcl HBSS, se incubaron a 372C durante 2 h en
presencia o ausencia de GM-CSF. Por triplicado, 1los PMNs se
incubaron con Srtaphylococcus aureus opsonizado, durante 2 hr y se
sembraron en el medio de cultivo en placa TSA. Se efectud el conteo
de U.F.C. de los tiempos 0 y 120 min. y se determind el porcentaje de

muerte bacteriana. Se muestra el X + E.E.M. de losg valores obtenidos

en los experimentos de 6 sujetos en cada grupo. ¥ p = 0.048,
Desnutridos infectados vs Eutrdéficos sin infeccidn; p = 0.016,
Eutréficos infectados, ** p = 0,028, Desnutridos infectados (post-

estimulo) vs Eutréficos sin infeccidn y Eutrdficos infectados,
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Grafica 9. Efecto de GM-CSF sobre el Estallido respiratorio de PMNs.
2 X 105 PMN/200 mcl HBSS/albUmina/HEPES, se incubaron a 372C durante
2 h en presencia o ausencia de GM~CSF (100 U/ml). En ensayos por
duplicado, los PMNs se estimularon con Zimosan opsonizado y se
determiné el pico méximo de quimioluminiscencia que se expresd en mV.
Se muestra el X + E.E.M. de los valores obtenidos en cada grupo. * p
< 0.05, Eutréficos infectados wvs Eutrdficos sin  infeccidn vy
Desnutridos infectados. ** p < 0.05 Eutrdficos sin infeccién pre y

post-estimulo con GM-CSF.
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Pigqura 5a: Histograma representativo de la expresién de CR3 en PMNs
de nifios sanos, eutréficos infectados v desnutridos infectados.
Figura 5b: Histograma representativo de la expresién del receptor Fc

RIII en los grupos anteriores.
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Figura 6a: Distribucién de 1la intensidad de fluorescencia del
receptor CR3 en PMNs de nifios eutréficos infectados. Condicién del
ensayo a 379C comparado con la condicén basal.

Figurar 6b: Histograma representativo de la expresidén del receptor Fc
RIII en PMNs de nifhos desnutridos infectados en 1las condiciones

anteriores.
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Figura 7a: Distribucién de 1la intensidad de fluorescencia del
receptor CR3 en PMns de nifhos desnutridos infectados después de 1la
incubacién cén £f-MLP durante 1 h y GM-CSF durante 2h a 37¢cC.

Figura 7b: Histograma representativo de la expresién del receptor Fc
RII1 en PMNs de nifos desnutridos infectados en las condiciones

anteriores.
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