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I. RESUMEN

Las células mononucleares fagociticas juegan un papel
primordial en la defensa del hospedero contra infecciones
intracelulares. En la desnutricién la funcién de estas
células incluyendo la sintesis de citocinas se encuentra
alterada. En este trabajo se evaludé el efecto in vitro de
Factor Estimulador de Colonias de Macrdéfagos (M-CSF) e
Interferdn gamma (IFN- ) sobre el metabolismo oxidativo y la
capacidad bactericida de macréfagos derivados de monocitos
de sangre periférica de 3 grupos de nifios; eutréficos no
infectados, eutréficos y desnutridos infectados. Los
macréfagos derivados de monocitos de sangre periférica de
cada uno se preincubaron con RPMI-1640, M-CSF & IFN- por 48
horas y se evalué el metabolismo oxidativo por un ensayo de
quimioluminiscencia en respuesta a la estimulacidn con el
péptido quimiotactico (FMLP).

La capacidad bactericida se evalué en células
infectadas con Salmonella typhimurium ATCC 14028 WT por el
método de reduccién del colorante (3-4,5 Dimethylthiazol-2-
yl-)=-2-5-dyphenyltetrazolium bromide) & MTT.

El metabolismo oxidativo basal y con el estimulo FMLP fue
menor en los macrdfagos de desnutridos infectados (P<0.001).
La estimulacién in vitro con M-CSF e IFN- incrementd, el
metabolismo oxidativo tanto en los macréfagos de eutréficos
como en desnutridos, sin embargo resulta significativamente

menor en los macroéfagos de desnutridos infectados (P<0.001).
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No se observaron diferencias en la capacidad
bactericida basal entre macréfagos de desnutridos vy
eutréficos con infeccidén, sin embargo hubo un incremento
significativo «con respecto a la capacidad microbicida de
los eutrdficos no infectados (P<0.001). La estimulacién con
M-CSF produce un efecto inhibitorio en 1la capacidad
bactericida de los macréfagos de eutrdficos con infeccién no
asi en los desnutridos. En cambio, IFN-~ incrementa la
capacidad bactericida en los macréfagos de eutrdéficos vy
desnutridos con infeccidén, sin embargo es significativamente
menor el incremento en el macréfago del desnutrido
(P<0.001) .

Estos resultados demuestran una disminucién en el
metabolismo oxidativo que no se traduce en alteracién sobre
la actividad bactericida basal, sin embargo si hay
diferencias significativas (P<0.001) en la respuesta de
macrofagos de desnutridos infectados a la estimulacién con
M-CSF e IFN- ya dque responden parcialmente a estas
citocinas probadas; es decir el macréfago del desnutrido con
infeccién no parece responder de iqual forma que el
macréfago del eutrdfico infectado a la estimulacidn con
estas citocinas. Por lo que podemos sugerir que macrdéfagos
de desnutridos tienen un defecto intrinseco que limita la
respuesta del macréfago a la estimulacidén de M-CSF e IFN- ,
sobre todo en condiciones de stress comoc seria la infeccién

sistémica.
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IT. INTRODUCCION:

El hospedero inmunocompetente posee mecanismos de
respuesta inmunoldgica tanto especificos como inespecificos,
a través de los cuales se coordinan una diversidad de
funciones efectoras contra los nmicroorganismos agresores
(1,2,). Sin embargo en el hospedero desnutrido la
inmunocompetencia presenta un desequilibrio en los distintos
mecanismos de defensa, que propicia que la balanza se
incline a favor del microorganismo causante de la infeccidn.
Esto hace que la desnutricién sobre todo severa, induzca
mayor susceptibilidad y gravedad a las infecciones (3,4).

De las células efectoras, los macrdfagos desarrolan un
papel muy importante ya que funcionan como orquestador de la
respuesta inmune. Los macréfagos ademds de llevar a cabo
funciones fundamentales como es la fagocitosis y la muerte
de agentes patédgenos mediante sus diversos mecanismos
microbicidas; son los responsables de la liberacién de una
gran variedad de factores participantes en la respuesta
inflamatoria y en la inmunidad del hospedero (5).

Debido a la dificultad técnica para obtener suficiente
nimero de células para los ensayos in vitro, la informacién
sobre la funcién de las células fagociticas del sistema
mononuclear fagocitico (monocitos y mabréfagos) es limitada
y controversial; existe evidencia de la disminucién en 1la

depuracidén bacteriana por las células de este sistema en

e



B RARR A

modelos experimentales de desnutricidén proteica-calérica
(6,7,8).

De interés particular, es el estudio y andlisis de las
actividades funcionales del macréfago en la desnutricidn
humana. Asi también el esclarecer las bases moleculares de
dichas alteraciones, las cuales no han sido investigadas.

El propdésito de este trabajo es determinar la funcidn
del macréfago en desnutricién en el hospedero humano vy
determinar si es posible modular esta respuesta mediante
inmunomoduladores como son las citocinas, principalmente
factor estimulador de colonias de macréfagos (M-CSF) e

Interferén gamma (IFN- ).

ITI. ANTECEDENTES:
A). EPIDEMIOLOGIA DE LA DESNUTRICION:

La desnutricién en conjuncién con las enfermedades
infecciosas, es la principal causa dé morbi-mortalidad en
los paises en desarrollo, especialmente en 1la edad
pedidtrica(9). La desnutricién calérica-proteica primaria se
mantiene con una prevalencia del 25 al 40% a nivel Mundial y
es causa de muerte en mds del 50% en nifios menores de 5 afos
(9,10).

Desde el aflo de 1958 el Instituto Nacional de 1la
Nutricién " Salvador Zubirdn" (INNSZ) ha realizado estudios
sistemdticos sobre las caracteristicas, distribucién vy

magnitud de la desnutricién en México (11,12).
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El panorama en México sobre el aspecto epidemioldégico
de la desnutricién se caracteriza por una profunda vy
creciente polarizacién, en que las zonas del sureste
presentan una prevalencia mas elevada en desnutricioén que es
del 53%, en tanto que en el medio urbano se mantiene
alrededor del 17%, esta dltima debido a excesos o
desequilibrios en 1la dieta consumida c«¢on consecuencias
negativas para la salud. En los resultados de la Encuesta
Nacional de la Alimentacién (ENAL) de 1988, se estimdé que de
1763 casos estudiados en la ciudad de México el 6.3%
corresponde a desnutricién moderada y severa. A diferencia
de otras zonas como la regién del Sur de la Repiblica
Mexicana en donde de 2939 casos estudiados el 20.9%
corresponde a desnutricioéon severa y moderada (13,14).

Estos datos no han variado con los afios anteriores; es
decir 1la desnutricién sigue siendo uno de los problemas
importantes de salud en el pais, afectando un porcentaje
importante; y asociado a otros factores, es responsable de
la mayor parte de mortalidad evitable y de considerables
dafios a la salud de la nifiez.

B) . REBPUESTA INMUNE EN DEBNUTRICION:

Ha sido bien establecido en 1la literatura que los
componentes del sistema inmune tanto locales como sistémicos
son influenciados por una variedad de procesos infecciosos.

La alteracién de los necanismos de defensa se ven asociados



en ambos extremos de la wvida a neoplasias, traumas,
transfusiones, administracién de drogas inmunosupresores y
la desnutricién calérica-proteica (15,16).

En el hospedero la deficiente incorporacién de
nutrimentos a nivel celular se traduce en una condicidn
caracterizada por muy variadas manisfestaciones clinicas
de diversa severidad, que se conoce como Desnutricidén. Ia
variabilidad en su expresién obedece al efecto combinado de
la deficiencia de proteinas en la dieta, con un aporte que
puede ser insuficiente, adecuado o alin en exceso, de
calorias y otros nutrimentos. La.  desnutricién puede
clasificarse de acuerdo a sus particularidades clinicas, en
Kwashiorkor, Marasmo y Kwashiorkor-Marasmatico (17).

En las genesis de estas wmodalidades clinicas, 1la
deficiencia de las proteinas de la dieta se establece con
diferentes niveles de ingesta energética. En el Marasmo el
deficiente aporte de proteinas y energia para cubrir las
necesidades de un organismo en una fase expansiva de
crecimiento es habitualmente la regla, el marasmo es
caracterizado por una deficiencia total de calorias,
ausencia de grasa subcutanea, atréfia de las masas
musculares y la ausencia del paniculo adiposo en el nifio que
ha dejado de crecer en peso y longitud.

En constraste, el Kwashiorkor se considera como resultado
del consumo de una dieta deficiente en proteinas y relativa
en calorias y esta caracterizado por atréfia en las masas

musculares, edema, hepatomegalia y suele haber lesiones
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dérmicas de morfologia diversa. A diferencia, la presencia
de edema en un nhifio que carece de paniculo adiposo y que
manifiesta lesiones dérmicas inespecificas de moderada
severidad, constituyen los datos clinicos mds relevantes del
tipo de desnutricién conocido como Kwashiorkor-marasmatico
(17) .

A

Se acepta que el hospedero desnutrido es més
susceptible a la infeccién y esta demostrado que la
desnutricién afecta a la mayoria de los mecanismos de
defensa, lo que hace considerar al desnutrido como un
hospedero inmunocomprometido.

Los defectos en la inmunidad celular, asi como la
notable disminucién en las propiedades microbicidas de los
fagocitos son detectados consistentémente en los niifios
desnutridos durante el curso de una infeccién aguda (18).

En términos generales podria decirse que el hospedero
desnutrido tiene limitaciones importantes en las reservas
energéticas y de otros nutrientes para mantener el estado de
alerta y poner en marcha de forma eficiente y coordinada,
los cambios bioquimicos y hormonales implicados en 1la
respuesta inflamatoria desencadenada por la infeccién.

En el Cuadro 1 se presentan de manera resumida algunas
de las principales alteraciones observadas tanto en los
componentes de la respuesta celular como humoral del

hospedero desnutrido.
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C). FAGOCITOS EN DESNUTRICION:

En el inicio de un proceso infeccioso, después de que las
barreras naturales han sido rebasadas, la primera linea de
defensa celular en el organismo son las células fagociticas.
La fagocitosis es uno de los eventos més importantes de
estas células contra microorganismos, principalmente
bacterias y hongos (19). Dentro de la categoria de fagocitos
hay dos principales tipos de células involucradas: el
leucocito polimorfonuclear & neutréfilo (PMN) y el fagocito
mononuclear (monocitos y macrdéfagos). Lstas células mediante
un conjunto de mecanismos que incluyen vias oxidativas como
no oxidativas van a ejercer su accidén como células efectoras
de la respuesta (20).

La célula PMN es uno de los fagocitos estudiados de
manera mads amplia en desnutricién. Se ha demostrado en
estudios in__vitro y en modelos experimentales de
desnutricién que estas células efectoras de la respuesta
inflamatoria estan comprometidos en la eficiencia de sus
diferentes funciones (21,22,23).

La funcién quimiotactica de PMN de nifios desnutridos
esta disminuida, al compararse con sujetos sanos de la misma
edad (24). También se encuentra disminuida su actividad
bactericida, en donde ademds se ha observado un papel
importante de la deficiencia de minerales como el hierro con

respecto a controles depletados de hierro (25).
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Otros estudios han demostrado también que la capacidad
bactericida de PMN de nifios con desnutricién e infeccion
bacteriana aguda estd disminuida, cuando son retados in
vitro con Staphylococcus aureus (26).

Parte de estos estudios han sido encaminados a
esclarecer el mecanismo responsable de esta disfuncidén del
PMN y han mostrado evidencias de que existe una disminucidn
significativa de la capacidad opsénica en los PMN de nifos
desnutridos, lo cual involucra la expresidén de receptores
para opsoninas como son fracciones del sistema del
complemento (C3 y C3hi) e inmunoglobulinas principalmente
IgG (27).

El nmetabolismo oxidativo de los PMN de nifios
desnutridos también ha sido foco de estudio y algunos
reportes mencionan que al parecer no hay diferencias con
respecto a PMNs de controles eutréficos infectados, cuando
se evaluan pruebas de reduccién del colorante nitroazul de
tretrazolio (NBT), ensayos de quimioluminiscencia (QL),
determinaciones especificas de especies reactivas de oxigeno
como afiién superéxido (07,) y perdxido de hidrégeno (Hy0,)
(28).

En el cuadro 2 se presentan las principales
caracteristicas de las actividades funcionales de fagocitos
polimorfonucleares que han sido investigadas en nifios
desnutridos.

La alteracién en la respuesta del PMN parece estar mas

asociada al reconocimiento de la particula, lo que implica
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no solo expresién del receptor sino también la interaccidn
ligando-receptor sobre la membrana de la célula. Ciertas
hipétesis no comprobadas aun sugieren un papel muy
importante de receptores de tipo solubles principalmente

para fracciones del complemento e inmunoglobulinas (28,29).

D) . PARTICIPACION DEL MACROFAGO EN LA RESPUESTA INMUNE:

Otro de los fagocitos importantes es el macrofago. Esta
célula juega un papel importante en la defensa inmune a
través de la presentacién del antigeno, durante la fase
inicial de la inmunidad especifica dada por los linfocitos
T. Ademéds sirve de soporte como célula accesoria a la accidn
del linfocito por mediadores solubles (30,31).

El macrdfago tiene funciones dentro de la economia del
organismo, las cuales involucran ' principalmente una
fagocitosis rédpida mediada por receptores Fc y por
fragmentos principales del complemento (C3) entre otras
funciones (32,33).

1. RECONOCIMIENTO Y FAGOCITOSIS:

Los fagocitos mononucleares y neutr6filos son células de
defensa contra microorganismos invasores. El1 neutréfilo es
un fagocito mAs eficiente, excepto cuando la particula es
muy grande o hay un bombardeo de particulas; en estas
circunstancias los fagocitos mononucleares son mas efectivos
que los neutréfilos. Los macrdfagos representan ademds la

principal defensa en contra de un gran variedad de
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microorganismos patégenos, incluyendo bacterias, virus
hongos y protozoarios (34,35).

La accién del macréfago incluye las diferentes fases de
la fagocitosis: como es el reconocimiento de la particula
(en presencia 6 ausencia de opsoninas), la adsorcidn, la
internalizacién con la formacién de la vacuola fagocitica,
la fusidén con los lisosomas y la muerte intracelular del
microorganismo ingerido (36).

La primera fase incluye la migracién del macréfago, hacia
la particula mnicrobiana a través de 1la generacién de
gradientes dado por moléculas quimiotadcticas. Una vez
reconocido el microorganismoc el englobamiento se inicia
cuando el macréfago avanza sobre sus regiones de pseuddpodos
en donde 1los tubulos de actina juegan un papel muy
importante (37). Este reconocimiento se puede ver facilitado
por la presencia de opsoninas que se unen a sitios
especificos de las células. Las opsoninas son de varios
tipos, pero las mas estudiadas son las inmunoglobulinas IgG
y componentes del complemento. Estas opsoninas se unen a sus
receptores especificos, los cuales incluyen varios
receptores para la fraccién Fc de varias subclases de IgG y
algunas variantes para el receptor de fragmento C3 del
complemento (38).

Adem&s muchos nicroorganismos son capaces de activar
la cascada de complemento y generar fragmentos que activen
la unidén y la opsonizacidén del microorganismo. Asimismo el

macrofago es  importante fuente de componentes del
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complemento; que pueden opsonizar al microorganismo para su
consecuente destruccién en ausencia de otras fuentes
(39,40).

La absorcién de la particula fagocitica puede ocurrir
sin opsonizacién ya gue el microorganismo  posee
determinantes antigénicos de superficie que pueden ser
reconocidos directamente por el macréfago, un ejemplo es la
interaccién del receptor fucosa-manosa del macréfago con
residuos de carbohidratos del organismo. Después de la unién
con el ligando apropiado, se inicia el proceso de
Internalizacién y la fagocitosis; lo cual no necesariamente
implica destruccién microbiana. El fagolisosoma se forma
cuando el fagosoma se fusiona con el compartimento lisosomal
el cual contiene grantilos lisosomales (41).

I.a fagocitosis mediada por receptores Fc¢ resulta en la
liberacién de grandes cantidades de oxigeno y metabolitos
derivados del A&cido araquidénico por el macréfago. En
constrate, la unién por receptores bara C3 falla en la
liberacién de metabolitos del &cido araquidénico (42). El
macréfago también tiene receptores para Cha, en donde al
ocupar a este receptor se induce la secrecidén de
interleucina 1 y se inicia el fénomeno quimiotédctico. La
ingestién de la particula por los fagocitos mononucleares
puede ocurrir en un rango amplio de pH y es acompafiado por
el incremento de la oxidacidén de glucosa similar a lo que

ocurre en la fagocitosis por neutréfilos (43,44).
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Si bien muchos microorganismos son fagocitados vy
destruidos por macréfagos, ciertos patdgenos parasitan a los
macrb6fagos y se replican dentro de 81 y solo cuando el
macrofago es activado puede ser capaz de eliminar o inhibir
a estos patégenos intracelulares. Microorganismos como
Listeria, Salmonella, Brucella, Mycobacteria, Chlamydia,
Rickettsia, Leishmania, Toxoplasma, Trypanosoma y Legionella
pneumophila son capaces de invadir e inhabilitar a
macrofagos no activados (45,46,47). Sin embargo, algunos de
estos microorganismos pueden ser inactivados en fénomenos de
activacién del macréfago, ademds ciertos microorganismos por
sus caracteristicas per se tienen la capacidad de
inhabilitar a esta célula como es el caso de Mycobacterium
tuberculosis, el cual puede 1liberar cilertas sustancias
azufradas que interfieren con la fusién de los lisosomas
primarios a fagosomas y evitar la digestién (48). Otro
ejemplo de evasién aunque por otro mecanismo es el que
presenta Salmonella la cual induce la formacién de fagosomas
gigantes (49).

2. MECANISMOS MICROBICIDAS:

La composicién y vias metabdlicas para la eliminacién de
microorganismos por los fagocitos mononucleares se Ve
alterada durante su diferenciacién. A la par de 1la
transicién de monocito a macrdéfago hay un incremento en el
nimero de  mitocondrias, su actividad de enz imas
mitocondriales y el rango de respiracién celular, como es la

produccién de lactato que aumenta la maduracidén celular. Asi
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también un incremento de lisosomas y enzimas lisosomales
(50) .

Después de arribar al foco de infeccidén y fagocitar al
agente infeccioso, el organismo puede ser muerto por la
célula fagocitica tanto por mecanismos independientes de
oxigeno como por mecanismos dependientes de oxigeno (51,52).
Es claro que ciertos microorqanismos van a ser mas
susceptibles al ataque de mecanismos microbicidas
dependientes de oxigeno que otros (52). Los mecanismos
dependientes de oxigeno incluyen la via del estallido
respiratorio é metabolismo oxidativo, el cual es definido
como una via metdbolica (via de pentosas) inactiva en la
células en reposo que es activada a cualquier pertubacién de
la membrana celular del fagocito. Este estallido
respiratorio involucra la formacién de especies de oxigeno
altamente reactivas con  propiedades antimicrobianas
resultantes de la reduccién parcial del oxigeno, dque se
inicia por la activacién de la enzima NADPH-oxidasa y donde
esta enzima actua como donador de electrones, catalizando la
reduccién del oxigeno molecular a anidén superdxido y este a
su vez generando perdéxido de hidrdégeno (53).

La secrecién de intermediarios de oxigeno es poco
comprendida a nivel molecular, sin embargo la estimulacién
de receptores Fc, receptores para C3, receptores para manosa
terminal, glicoproteinas 6 exposicién a fosfodiester como
forbol-miristato~acetato (PMA) pueden inducir el estallido

respiratorio (54). La secrecién de estos metabolitos no
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correlaciona con la induccién de funcién tumoricida de estas
células, ni tampoco la fagocitosis necesariamente es
acompafiada de generacién de estallido respiratorio (55). El
perdxido de hidrégeno provee mucho de la actividad
microbicida oxidativa dentro del fagosoma y el ambiente
extracelular; la magnitud del estallido respiratorio
dismimuye marcadamente cuando los monocitos maduran a
macréfagos (56). Los macréfagos residentes por ejemplo,
tienen solamente un pico en el estallido respiratorio y esto
puede ser incrementado cuando son activados in vivo. Un
incremento sobre el estallido respiratorio puede ser

obtenido cuando hay exposicién in vitro a citocinas por

ejemplo, Interferon gamma recombinante (IFN- y 6 factor
inhibidor de la migracién de macréfagos (MIF) (57,58).

Como consecuencia secundaria a la interaccidn ligando-~
receptor, tenemos la liberacién de dcido araquidénico de los
almacenes celulares de fosfolipidos y fosfolipasa A2 y la
subsecuente conversién a lipooxigenasa y ciclooxigenasa a
series de leucotrienos 6 prostanglandinas respectivamente
(59) .

El metabolismo oxidativo del macréfago es uno de los
mecanismos dependientes de oxigeno y esenciales para la
eliminacién de una gran variedad de patégenos incluyendo
algunos intracelulares. Este mecanismo puede ser méas

eficiente en la presencia 6 bajo la estimulacién de ciertas

citocinas (59,60).



Ademds de los mecanismos citotdxicos dependientes de
oxigeno, los fagocitos estan equipados con mecanismos
independientes de oxigeno para la eliminacién de
microorganismos. Una gran variedad de proteinas asociadas a
granulos conforman estos mecanismos dentro de los cuales
estan la elastasa, colagenasa, lipasa, desoxirribonucleasa,
polisacaridasas, sulfatasas, fosfatasas y defensinas
(61,62). Este Gltimo es un grupo de proteinas catidnicas de
peso molecular bajo, que han sido descritas con distintas
propiedades antimicrobianas y las cuales han sido aisladas
de macréfagos alveolares de conejo y de neutréfilos de
sangre periférica, las proteinas catiénicas incluyen también
a la peroxidasa del monocito y ciertas citocinas como IFN- ,
TNF- e IL-1 que tienen un papel importante en el incremento
de la capacidad microbicida de estas células (63,64).

La produccién de intermediarios de nitrégeno, es otro
de los mecanismos independientes de oxigeno. La sintesis de
6xido nitrico a partir del metabolismo de arginina es
mediado por la enzima sintetasa del 6xido nitrico y la cual
presenta diferentes isotipos. Dos constitutives y uno
inducible; los productos de este 6éxido nitrico en los
macréfagos incluye la formacién de nitratos y nitritos vy
estan en un rango de 100 veces mids que las enzimas
constitutivas (65). Los genes de todas estas enzimas han
sido reportadas en el humano y las inferencias de que el
6xido nitrico tiene propiedades antimicrobianas sobre

modelos de infeccién, esta basado en el uso de inhibidores
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de la o6xido sintetasa tal como N-nonometyl-L-arginina
(NMMA) ; sin embargo estos componentes se tienen que tomar
con cierta reserva ya que dichos componentes pueden inhibir
otros procesos in vivo (66). Asi también estudios in_vitro
han demostrado, que estos componentes son importantes en la
muerte de Listeria monocytogenes. ILa produccién de oxido
nitrico es importante en la muerte microbicida de monocitos
humanos y macréfagos no obstante a nivel molecular es poco
claro. En otros estudios se ha observado que el 6xido
nitrico parece ser inducible con altos niveles de LPS
(5ug/ml) (67).

Otro de los mecanismos microbicidas, independientes de
oxigeno es la propia acidificacién de la vacuola fagocitica
(pPH de 4.5 a 5). Esta acidificacién ocurre dentro de los
primeros 15 minutos y su efecto microbicida probablemente
este relacionado a la accidén del PH 6ptimo de las enzimas,
mas que el propio pH (68).

Existen diferencias en los mecanismos de muerte de
monocitos de sangre periférica y macréfagos. Por ejemplo, a
diferencia de macréfagos, monocitos humanos son mas
eficientes en la eliminacién de candida albicans (69). Sin
embargo, los macrofagos pueden eliminar Candida
pseudotropicalis ya que este organisme no requiere de
actividad enzimadtica de peroxidasa para ser destruido
(69,70) . Ademds, los mecanismos microbicidas de macréfagos
se van a ver influenciados por la secrecidén de diversos

factores entre ellos, diferentes citocinas (71,72).
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3. CITOCINAS EN DESNUTRICION:

Las citocinas presentan actividades pleitrépicas y son
liberadas como parte de la respuesta inmune. Estas
glicoproteinas presentan diferentes blancos de accién y la
mayoria de las citocinas son sintetizadas en respuesta a
diversos estimulos; es decir inducidas (sintetizadas de
novo) no constitutivas, por lo que es factible pensar que
alteracidén en los requerimientos nutricionales del hospedero
esten implicados en su sintesis (73).

El efecto especifico 6 combinado de las deficiencias de
minerales, proteinas, 4&cidos grasos y vitaminas sobre la
actividad y produccién de citocinas no ha sido evaluado.
Asimismo existe poca informacién sobre el efecto de
citocinas especificas sobre células efectoras en diferentes
estados de desnutricién. Dentro de las citocinas de interés
a investigar con respecto a los requerimientos nutricionales
constitutivos de la dieta estan la IL-1 y TNF- que son los
principales reguladores de la inmunidad humoral y celular
(74) .

La nutricién puede tener una marcada influencia sobre la
cantidad de interleucina 1 y TNF liberado en la respuesta
inmune como consecuencia de un reto infeccioso (74,75).
Diferentes estudios han sido encaminados para determinar la
produccién y funcionalidad de IL-1,IL-6 y TNF- y han

demostrado que la produccién en macrdofagos depende del
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agente inductor, asi como del microambiente (estimulo
hormonal) (75%).

Estudios clinicos han demostrado una falla en la
liberacién de IL-1 en monocitos de sangre periférica de
pacientes con Kwashiorkor estimulados in__vitro (76).
Asimismo en macréfagos peritoneales provenientes de vratas
deficientes de proteina, 1la produccién de IL-1 esta
marcadamente disminuida (77). La liberacidén de IL-1 por
macréfagos en los pacientes con Kwashiorkor es corregida
después de 7 dias de terapia con soporte nutricional (78).

Hoffman, Goetz y colaboradores han establecido que a
diferencia de los pacientes con Kwashiorkor, la IL-1 de
leucocitos obtenidos de pacientes adultos marasmadticos no
esta disminuida (78). Sin embargo, otros estudios por
Bhaskaram, detectaron falla en la liberacién de IL-1 de
monocitos circulantes de nifios marasmaticos, observandose
que la extensién de esta disminucién es considerablemente
méds baja en los niffios que sufren Kwashiorkor (79). La
disminucién en la produccién de IL~1, por los monocitos de
los pacientes no se puede corregir adicionande aminoadcidos
al medioc de cultivo en donde fueron estimulados, sin
embargo puede ser corregido adicionando inhibidores de 1la
liberacién de prostanglandinas (79).

Utilizando un modelo experimental en conejos con dieta
deficiente de proteinas Bell y Hoffman Goetz han mostrado
que pueden inducir fiebre y respuesta de redistribucién de

hierro, sin embargo los animales fallan en la respuesta de
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sintesis de proteinas de fase aguda comparada con controles
bien nutridos (80). Asimismo cobayos depletados de proteina
no exhiben alteraciones en la. respuesta febril
granulocitosis, oxidacién de leucina acelerada o respuesta
de fase aguda a la administracidén de IL-1 (81).

La disminucién de liberacién y respuesta de IL-1 puede
ser el mecanismo por el cual la desnutricién conduce a una
falla en la inmunocompetencia e incrementa la
susceptibilidad a las enfermedades infecciosas. IEstudios
sobre la produccién de otras citocinas, como la produccién
de M-CSF, TNF- e IFN- no se han investigado, sin embargo
se sugiere que estas proteinas seguramente presenten
alteracién ya sea en su produccidén &6 accién efectora.
Nuevamente los estudios con respecto a estas citocinas en
células humanas son limitados y poco especificos.

4. FUNCION DEL MACROFAGO EN LA DESNUTRICION:

El macréfago ha sido estudiado en la desnutricidén pero
de manera mas limitada a lo descrito en el PMN. De los afios
708 a los 80s, surgen la mayoria de 1los reportes
relacionados con esta célula efectora, sin embargo 1la
informacién disponible esta basada principalmente en modelos
de experimentacién animal, haciendo deprivacién nutricional
con dietas bajas de proteinas (82). En algunos de estos
estudios se ha demostrado que los macréfagos en la
desnutricién presentan una disminucién general en sus
distintas funciones como fagocitosis, capacidad microbicida

y produccién de mediadores de la respuesta inflamatoria
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(83,84). También es mencionado que la produccién de peroédxido
de hidrdégeno, metabolitos de dacido araquidénico y 1la
sintesis 6 liberacién de citocinas principalmente IL-1, en

respuesta a estimulacién in_vitro con LPS estan disminuidas

(84). Si hien ha sido demostrado en los wodelos de
desnutricién animal que la funcionalidad del macréfago esta
deficiente, sigue siendo importante aclarar mas
especificamente las caracteristicas de la inmunodeficiencia
del hospedero desnutrido pero con modelos experimentales

humanos.

IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Las alteraciones mdltiples y variables del sistema
inmune observadas en los pacientes desnutridos sugieren que
el defecto fundamental podria estar a nivel de la regulacidn
de la respuesta inflamatoria desencadenada a un estimulo
infeccioso.

Las citocinas son mediadores esenciales de 1la
comunicacién entre las células inmunes. Alteraciones en la
sintesis é en la respuesta a estas proteinas regulatorias
podrian condicionar defectos significativos en la funcién
de los macroéfagos que participan en los mecanismos de
defensa del hospedero. Ninguno de estos aspectos ha sido
estudiado en su totalidad en pacientes desnutridos. El
conocimiento de 1la efectividad de la respuesta celular

asociada al macrdéfago y su respuesta a citocinas
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proinflamatorias, contribuiria a la caracterizacién nas

especifica de la inmunodeficiencia del desnutrido.

V. HIPOTESIS:

El estallido respiratorio y la capacidad bactericida de
los macrdéfagos derivados de monocitos aislados de sangre
periférica de pacientes desnutridos esta disminuida. Esta

disminucién puede ser corregida in_vitro con citocinas

proinflamatorias como M-CSF e IFN- .

VI. OBJETIVOS:

1. Evaluar la produccién de intermediarios de oxigeno y
la actividad bactericida en macréfagos derivados de
monocitos aislados de pacientes eutréficos infectados y

desnutridos infectados.

2. Determinar el efecto de dos citocinas
proinflamatorias, M-CSF e IFN~ , sobre la produccidén de
intermediarios de oxigeno y la funcién bactericida en los
macréfagos derivados de monocitos aislados de sangre
periférica de nifios desnutridos e eutréficos con infecciodn.

Comparar estas respuestas con macrdfagos de nifios eutrdéficos

sanos.
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VII. MATERIAL Y METODOS:

a). POBLACION DE ESTUDIO:

Los sujetos incluidos en esta poblacién fueron un total
de 45 nifios internados en el Hospital Infantil de México
"Federico Goémez" cuyos padres dieron consentimiento
informado por escrito, los cuales fueron subdivididos en 3
grupos de 15 pacientes por grupo: el grupe I (control)
representado por nifios eutréficos, clinicamente sanos
sometidos a cirugia electiva. El1 grupo II integrado por
pacientes eutréficos infectados, con diagnéstico de
infeccién aguda bacteriana corroborada por datos clinicos y
de laboratorio y el grupo III, conformgdo por desnutridos de
tercer grado ( deficit de peso para talla mayor del 40% de
acuerdo a las Tablas de NCHS y los criterios de Waterlow)
(85).

Los pacientes del grupo II y III se estudiaron en las
primeras 72 horas a su internamiento y los del grupo I, se
hizo su captacién a través de la Consulta Externa y la Toma
de Productos del Laboratorio Central de esta Institucién de
los niflos con solicitud de estudios para cirugia electiva.
Para la captacién de estos pacientes se siqguieron los
siguientes criterios de seleccién.

a.1). CRITERIOS DE INCLUBION:
Fueron elegibles para el estudio niﬁbs de 2 a 48 meses de

edad de ambos sexos, eutréficos y desnutridos infectados.
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Ccon diagnéstico de infeccién Dbhacteriana aguda, sin
tratamiento antibiético previo 6 menor de 48 horas de
tratamiento previo al ingreso. La autorizacién informada del
padre o tutor fué solicitada por escrito.

El criterio de desnutricién se tomo con base a la
comparacioén de valores reales con valores ideales en talla y
peso de acuerdo a la edad siguiendo los criterios de
Waterlow y las tablas de NCHS (85). E1l diagnéstico de
infeccién bacteriana aguda se establecidé en base a datos
clinicos y de laboratorio como biometria, velocidad de
sedimentacién globular, proteina C reactiva, tinciones de
Gram, antigenos bacterianos de liquidos corporales, asi como
cultivos y estudios radiolégicos de acuerdo al padecimiento

especifico de cada paciente.

a.2). CRITERIOS DE NO INCLUSION:

Cursar con infecciones no bacterianas & infecciones
crbébnicas. Tener mas de 72 horas de internamiento vy
tratamiento antibiético mayor de 48 horas previo al ingreso
6 el wuso de drogas inmunosupresoras (esteroides 6
tratamiento oncolégico). Cursar con SIDA, cancer u otras

inmunodeficiencias y la no autorizacién del padre o tutor

para ingreso al estudio.
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b) . OBTENCION DE MONOCITOS:

Las células mononucleares fueron aislados de sangre
venosa periférica obtenidas en gradiente de Ficoll e
Hypaque, utilizando el método de Boyum modificado (86).

Los monocitos se separaron del resto de mononucleares por
su propiedad de adherencia a vidrio sobre cubreobjetos de
0.9 cm previamente tratados para cultivo de tejidos. La capa
de monocitos se incubdé por 2 horas a 37°C en atmdésfera de
co2 al 5% adicionando RPMI-1640 suplementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB) mas 5% de Pool de Suero Humano
(PSH) . Después de esta incubacién se realizaron pruebas de
viabilidad por el método de exclusién de azul de tripano
(87). Se realizaron cuantificaciones del nGmero de células
adheridas a estos cubreobjetos por el método de Nakaguara
(88). Solamente se emplearon los cubreobjetos que tuvieran

el 90% de viabilidad celular.

¢) . DIFERENCIACION A MACROFAGOS:

Los monocitos obtenidos después de dos horas de
adherencia se mantuvieron en cultivo por 72  horas,
alimentandolos con medio RPMI-1640, suplementado de 10% de
SFB y adicionado de 5% de PSH. Se realizaron cambios de
medio cada dos dias. La pureza de la poblacién de macréfagos
se determiné por tincién de esterasa no especifica y

observacién de morfologia por tincién de Giemsa (89,90).



Es importante mencionar que la diferenciacién para algunos
ensayos (Capacidad bactericida) se hizo sobre placas de
poliestireno de 96 pozos, tratados para cultivo de tejidos,
con las mismas condiciones sefialadas para el cultivo sobre

el cubreobjetos.

d). QUIMIOLUMINISCENCIA:

La evaluacién del metabolismo oxidativo & produccién de
intermediarios de oxigeno se realizd por un ensayo de
quimioluminiscencia de acuerdo al método de Miieller (91).
Esta evaluacién se hizé en células no estimuladas y en
células incubadas con varios estimulos. Las lecturas de
quimioluminiscencia son efectuadas en un luminometro LKB
1251, el cual contiene un fotomultiplicador que convierte
los fotones liberados en unidades de corriente electrica, de
tal forma que la gquimioluminiscencia es expresada en
milivoltios (MV) por nimero de células. Las determinaciones
se efectuaron en muestras por duplicado ajustando la lectura

a 100,000 células por mililitro.

d.1) EVALUACION CON DIFERENTES ES8TIMULOS8:

La gquimioluminiscencia es inducida con varios estimulos
y el grado de produccién va ha variar dependiendo del
estimulo que se emplee. La quimioluminiscencia en el
macréfago a diferencia del leucocito polimorfonuclear

presenta algunas modificaciones por 1lo que es necesario
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ajustar cilertas variables, entre ellas el estimulo. Para
determinar las condiciones 6ptimas de ensayo, asi como el
estimulo mas apropiado para la valoracién de
quimioluminiscencia en los diferentes grupos de estudio
se probaron dos estimulos solubles derivados de ester de
forbol como el miristato acetato 6 PMA y el péptido
quimiotdctico FMLP, en concentraciones de 100 ng/ml y 1076
M respectivamente (127,128). Asimismo se utilizd un estimulo

particulado, =zymosadn opsonizado con 10% de suero AB.

e). DETERMINACIONES DE CONCENTRACIONES OQPTIMAS DE
CITOCINASB:

Para determinar el efecto de las citocinas sobre
quimioluminiscencia del macréfago se preincubaron los
macréfagos con cada uno de los factores a diferentes
concentraciones, tomando en consideracién algunos datos
reportados en la literatura (94). En el caso de M-CSF se
emplearon concentraciones de 100 hasta 1000 Unidades por ml
y para el IFN- de 200 hasta 1000 U/ml.

La incubacién se hizé por periodos de 48 horas vy previo
a la realizacién del ensayo, 18 horas antes, se removio el
medio con citocina y se reemplazo unicamente con el medio de
cultivo para cada ensayo. Se realizaron cuatro experimentos
por duplicado.

Una vez determinadas las concentraciones se realizaron
los ensayos de quimioluminiscencia con el estimulo

previamente seleccionado.



£f). ACTIVIDAD BACTERICIDA EVALUADA POR REDUCCION DE MTT:
Ademds de evaluar la produccién de intermediarios de
oxigeno se evalud la actividad microbicida del macrofago. En
la literatura hay diferentes métodos de valoracién para
medir la actividad bactericida en el macréfago, sin embargo
no todas son ajustables a los ensayos de estudio. En este
trabajo se utilizdé el ensayo de reduccién de MIT (3-(4,5
Dimethylthiazol~2~yl~)- 2- 5~ dyphenyltetrazolium bromide)
(95). Este ensayo requiere de un ntmero menor de células y
esta basado en la propiedad de ‘que deshidrogenasas
producidas por el microorganismo de estudio, durante la fase
logaritmica de crecimiento son capaces de reducir este
colorante, la reduccidn de tal colorante es medida en un
espectrofotometro a una longitud de onda de 650 nanometros
y representa en forma indirecta el nuimero de bacterias
presentes. No obstante, este método se compardé con el
estandar de oro, que es la determinacién de unidades
formadoras de colonias por plaqueo en agar antes de
efectuarlo en los grupos de estudio. El microorganismo de
estudio para el ensayo de la actividad bactericida se
selecciond después de ensayar los siguientes
microorganismos: Staphylococcus  aureus  ATCC 2952,
Klebsiella pneumoniae K8 y Salmonella typhimurium ATCC 14028
WT. Los tiempos probados fueron de 30 y 90 minutos de
interaccién in vitro con los macréfagos y el microorganismo

en una relacién de 1:20 (célula:bacteria). En el ensayo,
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unidades formadoras de colonias (UFC)., El conteo se realizéd
por duplicado en varias diluciones en un promedio de 4
experimentos. Los controles respectivos incluyeron un
blanco, bacteria sola y macréfagos solos.

Por dltimo ya establecidas las condiciones de ensayo,
tanto para la quimioluminiscencia, como la actividad
bactericida se procedio a la realizacidén de los ensayos en

los diferentes grupos de estudio.

VIII. ANALISIS8 ESTADISTICO:
Los resultados se expresan de acuerdo a la funcién
estudiada considerando la hipéteis nula:

Los macréfagos de nifios con desnutricién e infeccidn
bacteriana aguda responden adecuadamente a la estimulaciodn
con M-CSF e IFN- en condiciones de reposo y ante estimulos
proinflamatorios al compararse con los nifios eutréficos.

a). Quimioluminiscencia: Los resultados se expresan
como promedio de pico madximo en mv observado a la adicidn
del estimulo seleccionado a 100,000 células. Para cada uno
de los tres grupos se calculd el sesgo y la curtosis de los
promedios de pico maximo. Los valores obtenidos indicaron
gque los datos no tienen una distribucién normal por esta
razén se analizaron mediante la prueba no paramétrica de
Friedman.

En el andlisis de las determinaciones de
concentraciones o6ptimas de citocinas se aplicdéd prueba no

pardmetrica de Wilcoxon para diferencias intra grupo.
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las bacterias son ajustadas a 1 x 10° bacterias/ml de
acuerdo a la fase logaritimica de crecimiento de cada
bacteria previo al ensayo. Las bacterias previamente
opsonizadas con suero AB 10% son adicionadas a los
macréfagos en la relacidn indicada y son centrifugadas a 500
rpm durante 5 minutos para una mejor interaccidn de las
bacterias con las células. Una vez centrifugadas se
mantienen en atmésfera de C02 al 5% en medio RPMI-1640 con
10% de suero AB (generalmente para el ensayo se utilizaron
dos placas). Después de 30 minutos de incubacién una de las
placas es lavada con medio tibio, para la eliminacidn de las
bacterias extracelulares, las células son lisadas con una
solucién de tritén al 0.1% e incubadas por un periodo de 5
horas con medio de cultivo para el crecimiento de cada
bacteria. A este tiempo se le considerd como tiempo cero
(bacterias asociadas y fagocitadas).

La otra placa se reincuba nuevamente por 90 minutos
suplementando el medio con gentamicina a 8 ug/ml, para matar
a las bacterias extracelulares. Después de esta incubacién
se lisaron las células con tritén al 0.1% y se incubdé por 5
horas en medio de cultivo. Posterior a esta incubacidén se
adicionaron a ambas placas 10 ul de una solucidén de MIT
preparada a 5 mg/ml en solucidén salina fisiolégica, y se
incubaron por 15 minutos a 37°C. La reduccién de MIT
(formacién de formazadn) se leyo en un lector de ELISA
Thermomax para lectura de placas a una longitud de onda de

650 nm. Estos resultados fueron comparados con el conteo de
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b). Capacidad bactericida:

Los resultados se expresan como porcentaje de muerte
intracelular, con base a la determinacién de las diferencias
de absorvancia observada entre el tiempo de 30 y 90 minutos.
Los valores obtenidos de absorbancia no mostraron
distribucién normal. Estos datos se analizaron también

aplicando prueba no paramétrica de Friedman (96).

IX. RESULTADOS:
1. CARACTERISTICAS DE LA MUESBTRA ESTUDIADA:

En la Tabla 1, de manera resumida se describen los
aspectos generales de la muestra como son edad, sexo, peso Yy
caracteristicas de las infecciones incluidas de los
pacientes al final del estudio.

2. RESPUESTA QUIMIOLUMINISCENTE A DIFERENTES ESTIMULOS.

Se analizé la produccién de intermediarios de oxigeno
en respuesta a varios estimulos en macréfagos de 10 nifios
eutré6ficos clinicamente sanos. Se puede observar en las
Figuras 1A, 1B y 1C que el metabolismo oxidativo en
respuesta a los tres estimulos, fué mayor con los estimulos
de FMLP (67.4+10.1 mv) y PMA (54.819.0) vrespectivanente.
Cabe seflalar que la cinética de respuesta es completamente
diferente, alcanzdndose el pico més rapidamente a la
estimulacién con FMLP en comparacién con los otros dos

estimulos; estd se alcanza en un minuto, después de
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adicionar el estimulo. En el caso de FMLP la cinética de
respuesta es dosis dependiente. La concentracién de FMLP
que se utilizé fue 107% M.

Con respecto a Zymosan que es un estimulo particulado
la respuesta fué menor (47.4%+1imv), con una cinética nmas
lenta (20 minutos para alcanzar el pico maximo). Con
relacién a estos resultados la respuesta al estimulo de
FMLP. Se considerd la mds adecuada, ho solo por su magnitud
sino por la similitud de este péptido a componentes de
células bacterianas lo cual seria mis probable a lo que
pudiese suceder en infecciones bacterianas in vivo. En base
al estimulo se determind la concentracién y el efecto de

citocinas en el ensayo de guimioluminiscencia.

3. DETERMINACION DEL EFECTO DE CITOCINAS SOBRE LA RESPUESTA
QUMIMIOLUMINISCENTE. Después de adicionar diferentes
concentraciones de las citocinas recombinantes utilizadas,
se valoré su efecto sobre la quimioluminiscencia. Como se
sefiala en la Figura 27, los resultados en el caso del efecto
del tratamiento con M-CSF en concentraciones de 100 y 200
U/ml sobre las células durante 48 horas no se obtienen
diferencias en los picos promedio con respecto al control.
Sin embargo cuando se emplearon concentraciones de 500 y
1000 U/ml se observaron diferencias significativas
(P<0.001).

Con relacioén al efecto de IFN- en la

quimioluminiscencia, Figura 2B. La concentracién dptima de
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respuesta para el ensayo fué de 400 U/ml con un incremento
signficativo en los picos promedio de quimioluminiscencia;
estas diferencias son significativas‘ con respecto a las
células no tratadas (P<0.001).

Las concentraciones que se emplearon con base al
incremento de quimimioluminiscencia observado fue para M-CSF
de 500 U/ml y para IFN- de 400 U/ml, ambas por periodos de
incubacidén de 48 horas. Una vez determinadas estas
concentraciones se realizd la valoracidén ya directa en la

poblacién de estudio.

4. RESPUESTA QUIMIOLUMINISCENTE A LA ESTIMULACION DE FMLP
Y EL EFECTO DE M-~CSBF E IFN- EN LOS DIFERENTES GRUPOS DE
ESTUDIO. La respuesta quimioluminiscente de macréfagos de
los nifios infectados fué mayor en comparacién al el grupo de
desnutridos infectados Figura 3; estas diferencias fueron
estadisticamente significativas (P<0.001). En constraste en
el grupo de desnutridos infectados, los macréfagos
respondieron menos al compararse con los macréfagos de
eutréficos infectados, sin embargo no hubo diferencias en la
respuesta con relacién a los eutrdficos sanos. En la misma
Figura se visualiza la respuesta de quimioluminiscencia de
los macréfagos estimulados con M-CSF e IFN~ . En relacién a
la estimulacién con IFN- , este estimulo incrementé los
picos promedio de quimioluminiscencia hasta en un 80% con

respecto al control (células no tratadas con citocina). El



M-CSF incrementd también esta respuesta pero fué menor

comparada a la estimulacioén con IFN-

5. CAPACIDAD BACTERICIDA EN UNIDADES FORMADORAS8 DE
COLONIAS8 (U.F.C.) Y REDUCCION DE MIT. Los resultados
obtenidos en los porcentajes de muerte intracelular al
probarse diferentes microorganismos se remarcan en la Tabla
2. Como puede obhservarse se denota una fuerte asociacién
entre las U.F.C. y la reduccién de MIT, con un coeficiente
de correlacidén de r= 0.902, para los 3 microorganismos. Asi
también en la Tabla 2 se pueden observar los porcentajes de
muerte intracelular. El wmayor porcentaje de muerte
intracelular se observé a los 90 minutos de interaccidn y
fué mayor para Staphylococcus aureus, (99.3%) en comparacioén
con los otros dos microorganismos. Con Klebsiella pneumoniae
se obtuvé un 45% de muerte intracelular. El microorganismo
menos susceptible y con el menor porcentaje de muerte
intracelular 28.5% fué Salmonella typhimurium. En base a
estos resultados, se decididé en Salmonella typhimurium; ya
gue por ser un microorganismo intracelular facultativo vy
presentar un porcentaje de muerte intracelular bajo en
células no tratadas con citocinas; nos permitiria visualizar
un cambio m&s notable al tratamiento con estas citocinas.

6. ACTIVIDAD BACTERICIDA CONTRA Salmonella typhimurium
ATCC 14028. En la Figura 4, se representan los porcentajes
de muerte intracelular determinados en los diferentes grupos

de estudio al efecto de M-CSF e IFN- . Como se puede
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observar la diferencia en la respuesta se da a los 90
minutos de interaccién como habia sido sefalado previamente
en la Tabla 2. En macr6fagos aislados de nifos eutréficos
clinicamente sanos se obtuvé un porcentaje negativo de
muerte intracelular, es decir hay incluso una sobrevida de
la Dbacteria dentro de las células. Sin embargo al
tratamiento con citocinas, esta actividad se incrementd
hasta el 54% para IFN- y 25% para M~-CSF. También se puede
observar que los macrdfagos de nifios eutréficos con
infeccién exhiben un incremento en su actividad bactericida
a diferencia de los macrdéfagos de eutrédficos sanos.

Tanto la infeccidébn como las citocinas parecen

incrementar 1la respuesta bactericida; sin embargo a
diferencia de IFN- el M-CSF ejerce una inhibicién en 1la
respuesta.

En los nmacrdfagos estimulados de desnutridos con
infeccidén el comportamiento de la respuesta bactericida es
menor si la comparamos con los eutréficos infectados
(P<0.0001); es decir estas células no parecen responder a la

estimulacién con estas citocinas.



X.DISCUSION:

La funcién  principal del sistema fagocitico
mononuclear, constituido por los monocitos de la circulacidn
y los macrdfagos de 1los diferentes tejidos, implica
funciones microbicidas mediadas por mecanismos oxidativos y
no oxidativos (97). En estudios previos con modelos de
experimentacién animal se ha observado que la funcién del
macréfago es modificada por 1la desnutricién proteico-
caldérica (98). Sin embargo, las modificaciones dque se
presentan no suelen ser completamente uniformes,
preservandose integras ciertas actividades funcionales del
macréfago (83,84). También existen algunas controversias en
las actividades funcionales del macrdfago en los modelos de
desnutricién proteico-calérica, como son la fagocitosis, el
metabolismo oxidativo, la capacidad microbicida y 1la
sintesis de citocinas de estas células (84,85).

En este estudio se demostrdé que el metabolismo oxidativo
de macréfagos de nifios con desnutricién e infeccidn
bacteriana aguda esta afectado. Apoyando a estos resultados
otros autores han reportado gque la fagocitosis y la
actividad del ciclo de la hexosa monofosfato en macroéfagos
peritoniales de rata esta marcadamente disminuida (99,101).
Redmond y colaboradores demostraron que durante la

desnutricién caldrica-proteica prolongada hay una falla
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significativa en la actividad del estallido respiratorio en
macréfagos residentes, macréofagos estimulados con LPS vy
macrofagos activados con BCG (100). En constraste, otros
reportes muestran evidencias de que el netabolismo oxidativo
de células macroéfagicas en desnutricidn proteico-caldrica no
parece ser afectado de forma importante (85,101).
Especificamente, en algunos estudios se ha demostrado que la
liberacidén de intermediarios de oxigeno como perodxido de
hidrégeno, radical hidréxilo y anidén superdxido en células
estimuladas con PMA de animales con desnutricién, tienen un
estallido respiratorio normal (85,100).

Otros estudios empleando una variedad de sistemas
experimentales in vitro han demostrado que la fagocitosis
opsdnica y no opsodnica de los fagocitos mononucleares puede
estar moderamente disminuida, (99), normal (102,103) o estar
aumentada en la desnutricidén (104). Douglas y Schopfer (105)
demostraron en monocitos derivados de nifios con Kwashiorkor
que hay fagocitosis normal de particulas de latex vy
eritrocitos de carnero recubiertos con anticuerpos. Asimismo
Keusch y colaboradores (106), usando un modelo de
desnutricidén proteico-calérico en ratas, establecieron que
los eventos morfoldgicos y degranulacidn se suceden de forma
normal en macréfagos de ratas deficientes de dieta proteica.
Estos resultados apoyan la conclusién de que en 1la
desnutricidén proteico-calérica no parece afectar seriamente
las funciones fagociticas de los macrdfagos estudiados in

vitro.(106,107).
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Es importante mencionar con relacién a estos reportes y
a lo demostrado en este estudio que los efectos observados
en la desnutricién proteico-calérica sobre los mecanismos
oxidativos de macrdéfagos pueden depender, ademas de las
limitaciones propias del modelo experimental del estudio
aplicado, de la poblacién de células (macréfagos
peritoniales,alveolares, derivados de sangre periférica etc)
asi como del estimulo activador que es estudiado.

El macréfago depende de forma primaria de sus vias
oxidativas para la eliminacién de patdgenos, asi como de
sintesis de proteinas antimicrobianas (108). Estas vias
oxidativas puede ser anmpliadas o ser mds efectivas por
imunomoduladores como son las citocinas .

La disminucién en el metabolismo oxidativo demostrada en
este estudio parece corregirse al tratamiento con citocinas.
La respuesta a IFN- resulta ser mayor que a M-CSF, en el
macréfago del nifio desnutrido. Sin embargo dicha correccién
no alcanza los mismos niveles de respuesta observados en
los macréfagos de un nifio eutréfico infectado; es decir la
infeccién ya tiene un profundo efecto en la respuesta de
estas células en el hospedero desnutrido y es posible que
la actividad inducida de forma primaria por la infeccién en
el desnutrido alcance un umbral de saturacién en el receptor
de esta citocina que no permita la respuesta a la misma,
probablemente por la falta de receptores de reserva a esta

citocina.
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IFN- es una de las principales sefiales de iniciacién
para el aumento de intermediarios de oxigeno en monocitos,
resultando importante en la capacidad citotéxica de estas
células (109). A diferencia de esta sefializacién, en este
estudio se observé que IFN=- incrementa el metabolismo
oxidativo en el macréfago del niflo desnutrido, sin embargo
no alcanza el incremento observado en los macrdéfagos de los
nifios eutréficos con infeccién, por lo que se sugiere gue ho
sea la unica sefial involucrada en esta respuesta. En
estudios previos, y apoyando nuestros resultados, se ha
observado que el tratamiento con IFN- aumenta los mecanismos
oxidativos en macréfagos de animales con desnutricién
proteico-caldrica, a diferencia de otros estimulos, como LPS
(110). No obstante esta respuesta no es del 100% en
comparacién con los controles sugiriendo algunos defectos en
la sefializacién a dicha citocina (110).

El macréfago expresa mads de 40 tipos de receptores
involucrados en el reconocimiento y la activacién de estas
células. Dentro de ellos estan los receptores para IgG
(Fc), receptores de complemento (C3), receptores de manosa y
receptores para diferentes citocinas (5). Considerando que
la funcién efectora es resultado de una interaccién de
ligando-receptor, asi como de las seflalizaciones que se
produzcan durante esta interaccién y en base a la falta de
respuesta 6ptima a citocinas activadoras como M-CSF e IFN-
observada sobre el metabolismo oxidativo y demostrada en

este estudio, podria sugerir la existencia de alteraciones



en la expresién de receptores o reciclaje del receptor,
puntos sumamente interesantes e importantes los cuales no
fueron valorados en este estudio. Estas hipoétesis, en cierta
manera han sido apoyadas por estudios no con macréfagos
sino con células fagociticas PMN de nifios desnutridos, en
donde se ha demostrado una disminucidén en la expresidn de
receptores para opsoninas, reflejandose en valores mas bajos
en porcentaje de muerte bacteriana en los PMN de nifios con
desnutricién e infeccidn (28).

La funcién microbicida es otro aspecto sumamente
importante en la efectividad funcional del macrdéfago. Al
respecto, hay evidencias de que la maguinaria microbicida de
macréfagos es modificada por la desnutricién (111). Otros
investigadores han reportado lo contrario, que la capacidad
bactericida de macréfagos derivados de monocitos humanos y
macré6fagos de peritoneo de rata contra ciertos agentes
patdégenos es preservada.(112,113)., Con resultados similares,
en este estudio se demostrdé que la funcidn microbicida
permanece intacta al menos contra Salmonella typhimurium,
microorganismo con el cual se valord la actividad
bactericida de estas células. Es importante mencionar que la
integridad de la capacidad bactericida est4 implicita en
tiempos cortos de interaccién célula:bacteria, generalmente
tiempos de 90 minutos.

Estos resultados contrastan a los reportados en literatura
con Salmonella, en donde se ha evidenciado que hay un

incremento en la susceptibilidad a la infeccién experimental
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en ratas desnutridas por este microorganismo, con respecto
al grupo control, ya que la dosis letal 50 fué menor en las
ratas con desnutricidén (4 x 108) U.F.C, en comparacién con(
1 x 1011) U.F.C. en el grupo control (114). En otros
estudios también se ha demostrado que el ayuno prolongado
por 72 horas en ratas, en donde se provoca una desnutricién
aguda con un 30% de deficit en el peso de los animales, hay
incremento en la mortalidad debido a la sepsis experimental
por Salmonella typhimirium con relacién a los animales que
recibieron dieta normal durante la infeccidén experimental
(115). Ademds se ha observado que la depuracién de la
bacteria se dificulta en los animales con desnutricidn,
determinandose un nimero de bacterias mayor en el higado y
bazo durante el curso natural de wuna infeccién con
Salmonella typhimurium estudiada por 7 dias (113). Asimismo,
existen otros reportes que mencionan la disminucién de
capacidad bactericida contra otros agentes como Candida
albicans, Mycobacterium y Listeria monocytogenes
(114,115,116) .

Nuestros resultados, que no muestran alteracidén de la
funcién microbicida en macrdéfagos derivados de nifios con
desnutricién e infeccidén bacteriana aguda, podria estar
relacionado a los mediadores que se hayan producido in vivo
después de la infeccién. Dichos mediadores podrian estar
actuando sobre la respuesta de estas células contra
Salmonella typhimurium, ya que la célula efectora que se

estudia tiene ya cierta maquinaria de activacién provocada
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por la infeccién per se. Ademds se ha reportado en la
literatura que la capacidad del macréfago de responder con
una determinada actividad también va a depender directamente
de 1la respuesta primaria desencadenada por un estimulo
determinado, presentandose sinergismos y antagonismos hacia
un segundo estimulo (116).

A pesar de que el metabolismo oxidativo estd disminuido
en el macréfago del desnutrido infectado, la capacidad
bactericida no se ve modificada. Al respecto también se
puede mencionar que el macrdéfago es un arsenal de distintos
mecanismos efectores para la eliminacidén de patégenos y no
depende unicamente del metabolismo oxidativo (117). Se
podria sugerir que otros mecanismos efectores que no fueron
objeto de este estudio como la produccién de intermediarios
de nitrégeno o la liberacidén de citocinas como TNF, pudieran
estar actuando para la eliminacién de Salmonella en el
macré6fago del desnutrido infectado que lo hacen responder
igual al eutréfico infectado.

Por otro lado, 1la desnutricién no solo implica 1la
disminucién en 1las funciones efectoras, sino mas bien
mecanismos de desregulacién en estas funciones (alteraciones
en su expresién). Muchos trabajos incluyendo este, han
intentado esclarecer los mecanismos fisiopatoldgicos
inducidos por el estado nutricional y es claro que la
desnutricidén en asociacién a infeccién es compleja. Una de
las diferencias en este trabajo es la evaluacién mds directa

de la funcién del macrdéfago en la desnutricién. Sin embargo
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no hay que dejar de mencionar que este estudio presenta
limitaciones propias a un estudio clinico a diferencia de un
modelo animal, en donde en el modelo clinico a pesar de la
aplicacién de los criterios de seleccién de sujetos a
estudiar, pueden intervenir otros factores dgeneralmente
asociados al hospedero como: genética, estado hormonal,
fisiologia etc, dque limitan 1la 1identificacién clara vy
precisa en los defectos de las células efectoras.
En este estudio, la probabilidad de modulacién de algunas
funciones del macréfago del nifio desnutrido con citocinas
habre nuevas expectativas de investigacidén y propone nuevas
retos para esclarecer los mecanismoé afectados en esta
células efectoras de la inmunidad. Mas atn, de acuerdo a los
resultados obtenidos en este estudio se podria sugerir que
la activacién de macrdfagos en el hospedero desnutrido con
infeccién parece estar estrechamente asociada a 1la
disfuncién en la respuesta a citocinas,muy probablemente a
alteracién en la expresidén o sefializacién de receptores de
citocinas, aspectos de suma importancia, los cuales no han
sido investigados en la desnutricién.

Finalmente,la caracterizacién e identificacién de los
mecanismos alterados en las células efectoras del hospedero
desnutrido conducird en un futuro al disefio de terapeiticas

inmunomoduladoras més apropiadas a estos pacientes.
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XI. CONCLUSIONES:

De acuerdo a los resultados podemos concluir los

siguientes puntos:

1. El1 metabolismo oxidativo en macréfagos de nifos
desnutridos infectados esta disminuido en respuesta a la

estimulacién in vitro con FMLP.

2. Tanto IFN- como M~CSF, son citocinas activadoras gue
incrementan el metabolismo oxidativo de los macréfagos de
nifios desnutridos. Siendo mayor este incremento al
tratamiento con IFN- . Sin embargo, estos incrementos en la
respuesta fagocitica son menores a los observados en los

macrdfagos de nifios eutréficos infectados.

3. A pesar de la disminucién en el metabolismo oxidativo, la
funcién microbicida de los macrdfagos de nifios desnutridos
en reto a la infeccidén in _vitro con Salmonella typhimurium
permanece inalterable, al menos durante fases tempranas de

la interaccién célula:bacteria.
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4, No se encontraron diferencias en la funcién microbicida
de macréfagos de nifios desnutridos con relacidn a 1lo

observado en macréfagos de eutréficos infectados.

5. Ademds en la evaluacién de esta funcidén los macroéfagos
de desnutridos infectados no responden a la estimulacién

con IFN- ni con M-CSF.

6. Estos resultados parecen sugerir defectos a nivel de la
expresidon de receptores, dado el poco incremento observado a

la estimulacién in vitro de estas citocinas.
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CUADRO 1
RESPUESTA INMUNE EN DESNUTRICION

CELULAS INMUNES FUNCIONES ACTIVIDAD

Y/0 COMPONENTES

Linfocitos T Respuesta celular disminulda

Anticuerpos Normales ¢ aumentadas

linfocitos B

Produccion disminuida

1gA Secratora

componentes C3 y factor B variables niveles

Gomplemento
Fagocitos QUIMIOTAXIS disminulda
PMN FAGOCITOSIS disminuida
RECEPTORES FC bajos
MECANISMOS MICROBICIDAS disminuldos
PRODUCCION DE CITGCINAS (Il.-1) bajos
Macréfagos PRESENTACION DE ANTIGENO deficlente

* Modilicado de Beisel, Chandra, y Raymond
JNUtr 1994 Arch.Surg. 1991 Rev.infect.0is, 1962

01~



CUADRO 2
FUNCION DE PMN EN NINOS CON DESNUTRICION SEVERA

FUNCION EUTROFICOS DESNUTRIDOS SIGNIFICANCIA
Adherencia (%) 69.9 :14.1 86.2 . 5.6 P«Q.001
Quimiotaxis {um) 1071 : 6,18 87.0 1 6.19 P«.05
Reduccién de NBT (DO) 0.463 : 0.02 0.367:0.03 F<0.01
Capacidad Bactericida (UFC)  2.16 : 0.18 1.70 : 0.13 P<0.05

Santos JENutritiontntection and Immunacompetoncea

Infectious Qis. Clintcs of N.A. 1994,8:253
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TABLA 1

CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PACIENTES
INCLUIDOS EN ESTE ESTUDIO

NO INFECTAROS INFECTADOS
EUTROFICOS EUTROFICOS DESNUTRIDOS

No. de pacientes 15 16 15
Edad (meses) 16.4:6.4 15.7:7.6 14.4:6.1
Peso (Kg) 12.6 0.5 11.0: 0.3 §4:0.2
Desn.3er grado * - - 15
Inf.Vias.Resp.Bajas - 12 11
Abscesos multiples - 1 -
Meningitis bacteriana - 1 1
Diarrea - - 3
Celulitis periorbitaria - 1

*
Desnutricion conforme las Tablas de NCHS v 1os criterios de Walerlow
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TABLA 2

ACTIVIDAD BACTERICIDA POR REDUCCION DE MTT Y UF.C.
EN MACROFAGOS DE EUTROFICOS SANOS+

Microoganismos Conteo de colonias Reduccién de MTT
UF.C./ml Abs. a 650 nm
to t90 % to t90 %
00 8 5
S.aureus ATTC 1.6 X 10 156X 10 993 .689 .014 97.9
2693
S.typhimurium wt * 8 8
ATCC 14028 2.8 X10 20 X10 285 1.210 .90725.0
200 7 6
K.pneumoniae K8 1.0 X10 45 X 10 46 1.090 .436 40.0

*» Los resultados representan el promedio de muestras por duplicado
en n=5

2 p¢0.001 Wilcoxon 0
222 ne0.001 NS : No significativa
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FIGURA 1A.RESPUESTA QUIMIOLUMINISCENTE A LA ESTIMULACION CON FMLP
Se muestra la cinética en el metabolismo oxidativo de macréfagos en respuesta

al estimulo del péptido FMLP 10'M. Cada punto representa el pico de quimlolumi-
niscencia . E.E.S. de muestras por duplicado en un total de 10 nifios eutréficos.
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FIGURA 1B. RESPUESTA QUIMIOLUMINISCENTE A LA ESTIMULACION CON PMA.
El metabolismo oxidativo en respuesta al estlmulo soluble de PMA en macréfagos
alcanza el pico mdximo a los 16 minutos y disminuye a los 25 minutos . Cada

punto representa el pico de quimioluminiscencia: E.E.S. de muestras por dupli-
cado de 10 nifios eutréficos evaluados.
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FIGURA 1C. RESPUESTA QUIMIOLUMINISCENTE A LA ESTIMULACION CON
ZYMOSAN OPSONIZADO. En la gréfica esta Indicado el pico de quimioluminis-

cencia inducido en macrdfagos derivados de monocitos de sangre peritérica que
fueron estimulados con Zymosan. La cinética en el metabolismo oxidativo es

mas retardada, alcanzandose el pico a les 20 minutos.
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FIGURA 2A. EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE M-CSF SOBRE LA
QUIMIOLUMINISCENCIA DE MACROFAGOS A LA ESTIMULACION CON FMLP .Mo-
nocapas de macréfagos derivados de monocitos de sangre periférica se trata-
taron con distintas concentraciones de M-CSF recombinante y posteriormente
se estimularon con FMLP, encontrandose diferencias significativas a concen-
traciones de 600 y 1000 U/ml de esta citocina.

+ P< 0.001 con citocina (U de Wilcoxon),
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FIGURA 2B.EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE IFN- EN LA

QUIMIOLUMINISCENCIA DE MACROFAGOS A LA ESTIMULACION CON FMLP. Los
macréfagos se incubaron con IFN- recombinante por 48 horas y después se
se evaluo la respuesta quimioluminiscente.Se encontraron  diferencias signiti-
cativas a 400 y 1000 U/ml,

* P< 0.001 con citocina (U de Wilcoxon).
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FIGURA 3. EFECTO DE M-CSF e IFN- EN EL METABOLISMO OXIDATIVO DE MA-
CROFAGOS. Cada barra representa el promedio: E.E.S. de la respuesta quimio-
luminiscente de macrdfagos estimulados con y 8in citocina de los grupos de es-
tudio.

* P< 0.001 eutrdfico vs desnutrido

*+ P< 0,001 v8 control sin citocina (Friedman)
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FIGURA 4. ACTIVIDAD BACTERICIDA DE MAGROFAGOS CONTRA Salmonalla
typhimurium En esta figura se representa el porcentaje de bacterias muertas :
el E.E.8 evaluado por la reduccién de MTT para los grupos de estudio. Las mono-
capas de macréfagos se infectaron in vitro con Salmonalla typhimurium en una
relacidon de 20 bacterias por macrdfago.

« P< 0.01 desnutrido vs eutrdfico infectado
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