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RESUMEN

OBJETIVO: Determinar el efecto del extracto de Staphylococcus aureus
Cowan | in vitro en la respuesta quimiotactica de las células
polimorfonucleares (PMN) de nifios asmaticos con infecciones recurrentes de
vias aéreas superiores.

MATERIAL Y METODOS: Se midi6 la migracion al azar y la estimulacion de
la quimiotaxis en PMN con Staphylococcus aureus Cowan | y Cba en un
grupo de 41 nifios asmaticos con infecciones recurrentes de vias aéreas
superiores, teniendo como grupo control a PMN de 10 nifios sanos. Los PMN
de ambos grupos se incubaron con extracto de Staphylococcus aureus Cowan
I, C5a para medir quimiotaxis y solucién de Hank para medir la migracion al
azar.

Andlisis estadistico: se utilizaron pruebas no parametricas de Friedman,
Wilcoxon y U de Mann-Whitney.

RESULTADOS: El promedio de la medicién para la migracion al azar de los
PMN del grupo en estudio fue de 23.8 £ 6.1 um, y de 46 + 7.1 um, para el
grupo control, con una diferencia estadistica significativa. (p<0.001) Con
respecto a la quimiotaxis con Staphylococcus aureus y C5a en ambos grupos
no existio diferencias significativa siendo el promedio para C5a en el grupo de
enfermos de 91 + 21.3 um y de 92413.1 um para el grupo de sanos y para el
extracto bacteriano de 97 + 22.4 um para los enfermos y de 92 + 18.3 um
para los sanos.

CONCLUSIONES: Existi6 una diferencia estadisticamente significativa entre

ambos grupos con respecto a la migracion al azar, pero al agregar el estimulo |a

respuesta en ambos grupos fue similar es probable que existan otros
mecanismos celulares que expliquen la frecuencia de presentacion de las

infecciones, que seran motivo de ofras investigaciones al respecto.



INTRODUCCION

En la infeccion, los polimorfonucleares (PMN) participan en procesos fisiologicos,
metabolicos e inmunolégicos. Estos pueden encontrarse afectados en forma
general o particular, estas alteraciones pueden presentarse en forma congénita o

adquirida.

Se ha intentado disminuir la morbilidad del asma bronquial por infecciones de
vias aéreas superiores. Los pacientes asmaticos con infecciones recurrentes son
resistentes al tratamiento convencional; esto se ha relacionado con defectos en

los mecanismos de resistencia a las infecciones.

Algunos autores refieren que la utilizacion de extractos hacterianos, como el de
Staphylococcus aureus, pueden disminuir la frecuencia de las infecciones
asociados a las crisis asmaticas. Hasta el momento se han utilizado extractos
bacterianos sin estudios controlados. Como antecedentes se conoce que los
péptidos N-formil de las bacterias puede ser un importante factor quimiotactico.

GENERALIDADES
Asma bronquial-Infeccion-Inflamacion

El asma bronquial es una enfermedad de las vias respiratorias caracterizada por
hiperreactividad bronquial, espasmo y edema traqueobronquial reversible
espontaneamente o mediante medicamentos, en respuesta a diferentes estimulos

alergenos, sustancias quimicas, microbios, medicamentos, etc.”



El asma bronguial es la enfermedad cronica mas frecuente en los nifos.
predomina dos veces mas en varones que en mujeres. Weitzman “ refiere que la
incidencia de asma en nifios norteamericanos se ha incrementado mas del 40%,
y se ha reportado la prevalencia del 3.8% en menores de 17 afios, y 7.6% de 6 a

11 afios. *Y En México el grupo més afectados es el de los menares de 4 afos.®

Al asma bronquial se le ha clasificado en asma extrinseca o alérgica y asma
intrinseca, provocada por agentes como medicamentos (acido acetilsalicilico),
estimulos fisicos (aire himedo, frio, ejercicio), irritantes quimicos (ozono, hidxido
de azufre) o infecciones de vias aéreas.®

Estudios epidemiologicos realizados en grupos de niflos asmaticos han
demostrado que el asma alérgica o extrinseca es la mas frecuente, (90% de los
casos) y se controla con medidas ambientales o con hiposensibilizacién.®

Se ha reportado que la cuarta parte de los nifios con asma bronquiat entre 1y 8
aflos de edad, se relacionan con infecciones de las vias aéreas."”

El 90% de las infecciones primarias de vias aéreas son de causa viral y el 10% o
menos de causa bacteriana, los rinovirus causan del 8 al 10% de las
nasofaringitis en los niflos. De las hacterias las mas frecuentes son

Streptococuccus /3 hemolitico y Hemophillus influenzae B.®*'® (cuadro No. 1)

Las infecciones recurrentes se han relacionado con alteraciones en las funciones
de los PMN y macrofagos, como la adherencia, migracion o quimiotaxis,
fagocitosis y actividad microbicida intracélula.!**
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Los microorganismos causales de las infecciones producen factores
quimiotacticos que son péptidos del grupo N-formif.1*®

Células polimorfonucleares

Se conoce que los PMN participan en los mecanismos de resistencia a
infecciones bacterianas.

A partir de la descripcion de la enfermedad granulomatosa crénica se sistematiza
el estudio de la funcion de los PMN./"®

Estas células derivan de células hematopoyeéticas pluripotenciales localizadas en
la medula dsea, que se identifican por una proteina de superficie (CD34+); su
proliferacion se regula por factores estimuladores de colonias producidos por

macréfagos y linfocitos .12

La produccion de los PMN se halla regulada por factores de crecimiento o
citocinas que son glicoproteinas denominadas factores estimuladores de colonias
(CSFs), interactiian con las células precursoras e inducen la proliferacion®
crecimiento® y diferenciacion celular®®). Estas citocinas incluyen IL-1 que
induce la produccion de factor estimulador de colonias granulocito-macréfago
granulocito, el factor estimulador de colonias de granulocito (GM-CSF y G-CSF),
asf como de la IL-3.%%

El desarrollo y maduracion de los neutrdfilos ocurre en dos fases una fase mitética
y una no mitética, cada una de las cuales dura aproximadamente 1 semana.
Durante fa primera los mieloblastos maduran a promielocitos y mielocitos, proceso

que se acompafia de la aparicion de los granulos citoplasmaticos de los PMN; la
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fase no mitdtica incluye el desarrollo de metamielocitos, neutréfilos en banda vy
neutrofilos segmentados o maduros. (Figura No. 1)

La presencia de receptores Fc para el proceso de fagocitosis inmune es en la
etapa promielocitica; los receptores del complemento (CRI'y CR3) aparecen en la
etapa metamielocitica y de neutréfilo en banda. La capacidad hactericida se
establece a partir de la etapa mielocitica y es mediada por mecanismos no

oxidativos.®

Los mecanismos microbicidas oxidativos y funcion quimiotactica de los PMN

aparecen en la etapa de neutréfilos en banda.(Figura No. 2)

El nimero de PMN es diferente de acuerdo a la edad:

Nuamero de leucocitos y PMN totales por edades

Leucocitos totales (10°) PMN (10°)
Edad Media Limites Media Limites %
Al nacer 18.1 (9.0-30.0) 11.0 (6.0-26.0) 61
12 hrs 22.8 (13.0-38.0) 16.5 (6.0-28.0) 68
24 hrs 18.9 (9.4-34.0) 11.5 (5.0-21.0) 61
1 semana 12.2 (5.0-21.0) 55 (1.5-10.0) 45
2 semanas 11.4 (5.0-21.0) 4.5 (1.0-9.0) 40
1 mes 10.8 (5.0-19.5) 3.8 (1.0-9.0) 35
6 meses 11.9 (6.0-17.5) 3.8 (1.0-8.5) 32
1 afio 11.4 (6.0-17.5) 3.5 (1.5-8.5) 3
2 afios 10.6 (6.0-17.0) 3.5 (1.5-8.5) 33
4 afios 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 aftos 8.3 (4.5-13.5) 4.4 (1.5-8.0) 53
10 afios 8.1 (4.4-13.5) 4.4 1(1.8-8.0) 54
16 afios 7.8 (4.5-13.0) 44 1(1.8-8.0) 57




Fagocitosis

La fagocitosis es un proceso hiolégico que realizan las células PMN para la
eliminacion de microorganismos o particulas extrafias y se han descrito los
siguientes eventos: adherencia, quimiotaxis, interiorizacion mecanismos
microbhicidas; sucede tras la invasion a los tejidos por bacterias, hongos y otros
microorganismos.”” (Figura No. 3)

Adherencia

La migracion y la adherencia al endotelio vascular, constituyen los eventos en el
proceso fagocitico. La invasion bacteriana o la necrosis tisular inician la
liberacion de factores quimiotacticos, para los PMN, con el efecto de incrementar
la adherencia vascular de las mismas. Este fenomenoc es mediado por las
glicoproteinas de superficie 0 moléculas de adhesion: C3bi 6 CR3 y LFA-1
(Factor de adherencia de linfocitos tipo 1), pI50,95. 7% (Figura No. 4).

Quimiotaxis

La acumulacién de células inflamatorias en los focos infecciosos es resultado de
la migracion dirigida de PMN y macrofagos denominada quimiotaxis. Este
proceso es realizado por tres mecanismos: a) un mecanismo de reconocimiento a
través de receptores sensoriales por los que las células detectan la presencia de
quimioatrayentes, y por sus gradientes de densidad se determina la
direccionalidad de la migracién celular, b) un mecanismo transductor de la
membrana por el que la informacion de direccién se transforma; en esta fase,

ante el estimulo de factores quimioatrayentes, se produce polarizacion celular y



redistribucion de los receptores de membrana, y ¢) un mecanismo de
movimiento celular dirigido. La velocidad de las células estd determinada por la
velocidad de la polimerizacion del citoesqueleto y la membrana.”

La quimiotaxis implica un movimiento con direccion, a partir del movimiento al
azar o también llamado quimiocinesis,”® esta migracion dirigida es regulada por
gradientes de concentracion de factores quimiotacticos que incluyen Cbha,
producto de la ruptura de C5 durante la activacion de la cascada de complemento
(C5 Cbages ay C3a), leucotrieno Bs (LTB4), producto del metabolismo via
lipoxigenasa del &cido araquidonico, factor activador de plaquetas (PAF)
citocinas y productos de la sintesis proteica de bacterias como N-formil

péptidos. 90

La polaridad, adhesividad de la membrana celular, y otras propiedades biofisicas
de la célula como la polimerizacion de las proteinas del citoesqueleto y la
secrecion de componentes granulares del reticulo endoplédsmico contribuyen a la
respuesta de quimiotaxis.®"

Los PMN son capaces de detectar y de migrar direccionalmente en respuesta a
pequerios gradientes quimiotacticos, Se conoce que estas células pueden

diferenciar gradientes tan pequefios como del 0.1% a través de su superficie.*?

Asf mismo, se ha demostrado que se liberan productos de los leucocitos al
ambiente pericelular y dan lugar a la degradacion de quimioatrayentes, esto
sumado al aclaramiento de los mismos a nivel de los receptores ocupados
(proceso de endacitosis del receptor unido al ligando), contribuye también a la
regulacion de la migracion de PMN al sitio de inflamacion.®



La union entre el quimioatrayente y el receptor en la superficie del PMN es un
evento que ocurre en menos de 30 segundos. Concentraciones a saturacion de
N-formilpéptido ocupan el 50% de los 50,000 a 70,000 receptores especificos
disponibles de PMN. Esta union da como resultado el desencadenamiento del
flujo intracélular de calcio (Ca®") y sodio (Na), con la consiguiente
hiperpolarizacion de membrana e iniciacion de una secuencia de pasos
metabdlicos que llevan a un reordenamiento de elementos del citoesqueleto para
la orientacion y migracion de las células hacia el origen del gradiente
quimiotactico.® * (Figura No. 5), existen ademas mecanismos de inhibicion de

la migracion de los PMN.(Figura no. 6)

Opsonizacion y fagocitosis

En el sitio de la inflamacion los PMN se activan y destruyen intracelularmente al
agente extrafio. En esta fase pueden participar anticuerpos y complemento que
facilitan la ingestion de estos microorganismos, por lo que se definen como

opsoninas. %"

Otras proteinas como la C reactiva, tufsina y la fibronectina también poseen

capacidad opsénica inespecifica.**4%

Los PMN tienen en su membrana receptores para la region Fc de las
inmunoglobulinas, asi como para activar C3b y C3bi, estos ultimos receptores se

conocen como CRIy CR3,“"
La interaccion ligando-receptor es el determinante critico de la unién de la célula
extrafia, y por otra parte esencial para la generacion de las sefiales fagociticas

que inician el proceso de ingestion, mientras que los receptores Fc también
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promueven la fagocitosis de particulas opsonizadas con IgG, induciendo la
sintesis y liberacion de oxidantes (superdxidos, peroxidos de hidrogeno,
hidroxilos). La capacidad de los receptores CRl'y CR3 de promover fagocitosis

es regulada. “?

Se ha descrito que los receptores del complementc se encuentran en dos
estados, uno inactivo en el cual los receptores median la adherencia de
particulas a los fagocitos pero durante la ingestion pueden fallar y otro activo en
el que ademas de la adherencia permiten la ingestion, pero a diferencia de los

43, 44) (

receptores Fc no inducen la liberacion de oxidantes . Figura no. 7)

Extractos bacterianos

Se ha intentado disminuir la frecuencia de asma bronquial no alérgica asociada a
procesos infecciosos por medio de la administracion oral o parenteral de
extractos bacterianos. Se ha descrito que una gran concentraciéon bacteriana
induce quimiotaxis de células mononucleares de asmaéticos no atopicos pero no
tiene efecto quimiotactico en los mononucleares de sujetos sanos.“™" Los
tratamientos con extractos bacterianos se han recomendado en la mayoria de los
casos sin estudios controlados y se observa disminucion en 1a frecuencia de las
infecciones.“? Los extractos bacterianos utilizados pueden ser polivalentes, con
bacterias gram positivas y gram negativas o0 monovalentes, compuestos de un
solo tipo de bacteria como el Staphylococcus aureus que es el mas utilizado en
México, en pacientes con infecciones recurrentes de vias aéreas superiores

asociada a asma bronquial.*®!



Se menciona en algunos articulos que los extractos bacterianos de
Staphylococcus aureus Cowan | incrementan la resistencia no especifica y tiene

48

efecto inmunomodulador y regulador de la migracion y fagocitosis .“® Al igual

que olros gérmenes, el Staphylococcus aureus es un potente inductor de IL-1 e

50-52)

Interferén y en monocitos y macrofagos.’

Los pacientes asmaticos con infecciones recurrentes y resistentes al tratamiento
convencional, tienen defectos en los mecanismos de resistencia a las
infecciones, como disminucién en la quimiotaxis, fagocitosis y opsonizacion de

leucocitos polimorfonucieares, asi como en la respuesta humoral y celular,®

Por lo anterior, el presente estudio tuvo como objetivo investigar el efecto del
extracto de Staphylococcus aureus Cowan | in vitro en la respuesta quimiotactica
de las células polimorfonucleares de nifios asmaticos con infecciones recurrentes

de vias aéreas superiores.

MATERIAL Y METODO.

1. Disefio del estudio

Ensayo bhiolégico in vitro

2. Universo de trabhajo

Se estudiaron PMN de nifios con crisis asmaticas desencadenas por infecciones
recurrentes de las vias aéreas superiores, edades entre 2 y 8 afios, con ¥ con
pruebas cutaneas negativas a los alergenos mas comunes del Valle de México.
Los padres o tutores firmaron una carta de consentimiento informado.

El estudio fue autorizado por el Comité de Etica del Hospital Infantil de México

12



3. Descripcion de las variables

Las variables independiente asma bronquial, y la dependiente quimiotaxis y
quimiocinesis de las células PMN incubadas con extracto de Staphylococcus
aureus Cowan |.

Operativamente cada variable se definié de la siguiente manera:

Asma bronquial e infeccion se considerd cuando las crisis asmaticas eran
asociadas por infecciones de vias aéreas superiores, pruebas cutdneas negativas
alos alergenos mas comunes del Valle de México.

Quimiacinesis se definio como el movimiento al azar de las células.

Quimiotaxis se considerd como el movimiento dirigido de las células.

El extracto de staphylococcus aureus fue preparado con la bacteria completa
muerta por calentamiento.

Tamaiio de la muestra

Se estimé un nimero de ohservaciones de 41 niftos asmaticos con la formula
para muestras simples.®

Sélo se incluyeron nifios con asma hronquial e infeccion recurrente de vias
aéreas, sin fratamiento actual, enfermedades autoinmunes, cardiopatias ni
nefropatias, que no asistieran a guarderias.

El diagnostico de asma branquial se realizé por historia clinica, exploracion fisica

y pruebas cutaneas a los alergenos mas comunes del Valle de México. El



estudio se llevd a cabo con pacientes del servicio de alergia pediatrica del

Hospital Infantil de México.

Un solo medico tratd a los pacientes en el servicio, los datos clinicos, de
exploracion fisica, el sexo y la edad del paciente se conocieron al término del
estudio. Se incluyeron como controles de quimiocinesis y quimiotaxis de PMN a
10 nifios sanos, por interrogatorio y exploracion fisica, con edades similares a la

de los pacientes.

METODO
Obtencion de PMN

De 5 ml de sangre venosa periférica de los 41 niflos asmaticos y de los 10 nifios
sanos. La sangre se obtuvo en jeringas desechables estériles heparinizadas (10
U de heparina por cada ml de sangre). La separacion de las celulas se realizd
con el método de Boyum modificado.™®

La sangre se colocd en tubos de plastico de 15 ml, se diluydé y mezcloé con
solucién salina isoténica en volumenes iguales, se agregaron 2 mi de Ficoll-
Hypaque (Lymphoprep) con densidad de 1.077, se centrifugd 1500 rpm a 37°C
durante 25 minutos. Se separaron las capas de mononucleares y PMN con
eritrocitos, se lisaron los eritrocitos, se centrifugé nuevamente a 1500 rpm a 37°C
durante 10 minutos, se deseché el sobrenadante y se resuspendio el boton de
PMN, se hizo un favado con solucion salina, y se centrifug6 a 1500 rpm 5 minutos
a 37°C, el boton de PMN se resuspendié en 1 ml de solucion de Hank (SSBH), se
realizé el recuento del numero total de PMN obtenidos, y se valoré la viabilidad.



Recuento de PMN

La cuentade PMN se realizo en el microscopio optico de inmersion. Las células
se depositaron en un alicuota a una concentracion 1.4, se le agregd solucién de
Turk (80 pl de colorante y 20 pl de células en suspension), para el conteo se
utilizo una cdmara de Neubauer se agregé 20 ul de la suspension con colorante.
Se cont6 el nimero de células por cuadrantes y se hizo el calculo del nimero de
células/imi con la siguiente formula: No. de cel/mi = No. de cél por cuadrante x 5
xI0*. Se ajustaron a 2 000 000 de PMN /ml. Se midio la viabilidad celular por la

técnica de exclusion de azul tripano obteniendo una viabilidad celular > de 95%.

Método de preparacion del extracto de Staphylococcus aureus.

La cepa de Staphylococcus aureus Cowan 1 (12598 serotipo 1 :NCTC 8530
National Collection of Type Cultures, London England) fue donada por el
lahoratorio de bacteriologia del Hospital Infantil de México "Federico Gomez". Se
resembroé en un medio sélido de agar sal de manitol (Bioxon) se incubo durante
24 horas a 37°C. se cultivo en caldo de soya tripticasa (Bioxon) en bafio maria a
37°C durante 22 horas.

Se realizaron tres lavados con solucion salina, se centrifugé a 5,000 rpm durante
15 minutos, se desechd el sobrenadante y el botdn se resuspendid con 8 m! de
SSBH vy se centrifugd nuevamente a 5,000 rpm durante 15 minutos, el botdn se
lavd y se resuspendié en 5 ml de SSBH.

Para conocer la concentracion de bacterias por mi, se determiné turbidez por el
nefelometro de Mc Farland. Se correlacion6 con espectofotometria a 540 nm. El

nGmero de baclerias se ajusté a 10° unidades formadoras de colonias (UFC) por



ml. Se mataron por calentamiento en una autoclave a 121°C y 15 libras de presion

durante 15 min.

La viabilidad bacteriana se determind tomando una muestra de las bacterias
sometidas a calentamiento, resembrando en placas de medio sélido de agar sal
de manitol, se incubé a 37°C por 24 hrs, no existié crecimiento. La concentracion
de proteinas se realizé por el método de Lowry.”

En un estudio preliminar se probaron diferentes concentraciones de proteinas del
extracto (12 pg/ml, 30 ug/ml, 53 pg/mi, 87 ng/ml, 122 pg/ml) para conocer la
concentracion optima de estimulo quimiotactico de PMN en treinta donadores
sanos.

Posteriormente se tomaron alicuotas de 200 pl de la suspension y se congelaron
a 70°C.

Preparacién de C5a

Se utiliz6 C5a como control quimiotactico ®® que se obtuvo de suero AB activado.
Como activador del suero se empled zimosan (Sigma) a una concentracion de 10
mg/ml.

Preparacion de zimosan

A 200 mg de zimosan se le agregaron 20 ml de solucién salina al 0.85%, se
incubd en bafio maria a 37°C durante 30 minutos, se enfrié a temperatura
ambiente, y centrifugd a 5000 rpm durante 10 minutos, se lavo con solucion
salina. Se prepararon alicuotas de 1 ml y se centrifugaron a 3000 rpm durante 10

minutos, se desecho el sobranadante y se le agregd 20% (200 l), de suero AB +
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700 il de SSBH, se incub6 de 25 a 30 minutos a 37°C de CO,, y se centrifugd a
3000 rpm durante diez minutos y el sobrenadante se utilizé como

quimioatrayente.

Medicion de quimiotaxis

El ensayo quimiotactico se realizd siguiendo la metodologia de Falk, Goodwin y
Leonard,®® con una microcamara de Boyden de 48 pozos vy filtros de
nitrocelulosa de 120 um de espesor con poros de 3 um de diametro los cuales
fueron humedecidos en solucion balanceada de Gey-HEPES-Albumina antes de

su uso, para realizar la quimiocinesis se utilizé solucion de Hank.

Cbha, el extracto bacteriano y la solucion de SSBH se colocaron en los pozos
inferiores de la camara. En un volumen de 30 ul por pozo. Los PMN se colocaron
en los pozos superiores en volumenes de 50 pl de la suspension celular de
2x10°ml. La cémara se incubé a 37°C en una atmosfera de CO, al 5% durante una
hora, se retir6 la membrana de quimiotaxis y se fijé con etanol-agua 1:1 hasta

que se tifio.

Procedimiento de tincion de la membrana

Se coloco la membrana 10 minutos en agua en ebullicion, después se tifié con
hematoxilina durante 8 minutos, se agregé agua en ebullicion durante 10 minutos,
se agrego &cido clorhidrico al 0.5%. Se coloco la membrana 10 minutos en agua
destilada en ebullicién, durante 30 segundos se tifié con cromatropo, se agregd
agua en ehullicion durante 10 minutos, y alcohol durante 3 minutos,
posteriormente propanol durante 3 minutos y propanol-xilol 1:1 también 3



minutos, después en un caja de Petri estéril con xilol se dejo reposar antes de
realizar la lectura. Se fijo a un portaobjeto con resina histologica y se dejo secar.

La interpretacion se realizo segun el método de Zigmond y Hirsh®® utilizando
para tal efecto un microscopio de luz convencional, y se midié por ohservacion
con el objetivo de 40X la distancia migrada en micras (desde donde se encuentra
la mayor densidad de células hasta el plano donde se observen cuando menos

cinco células), que se traduce por el recorrido del tornillo micrométrico graduado.

Los ensayos fueron realizados por cuadruplicado, cada alicuota de las sustancias
utilizadas (extracto bacteriano, HHBS y Cba), se cubrié con papel aluminio para

evitar conocer su contenido el cual se reveld al terminar el estudio.

ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizaron métodos de estadistica descriptiva para conocer las caracteristicas
de cada grupo. Todos los resultados se expresan como medias + desviacién
estandar,

Posteriormente se calculd sesgo y curtosis para las variables las cuales no
asumieron distribucién normal. La prueba de Wilcoxon.®" se usé para el andlisis
estadistico de las mediciones de quimiocinesis y quimiotaxis con HHBS, C5a y
extracto bacteriano en el grupo de enfermos y de sanos. La prueba de U de Mann
Whitney®" se utilizé para comparar la quimiocinesis y quimiotaxis entre los
grupos de enfermos y sanos. La prueba de Friedman® se usé para comparar
quimiocinesis y quimiotaxis de Cba y extracto bacteriano. La concordancia
interobservadores se analizd mediante el coeficiente de Kappa.®™ Se



consideraron significativas las diferencias con p< 0.05. Los calculos se realizaron

con el programa Number Cruncher Statistical System version 4.2

RESULTADOS

Estandarizacion de la concentracion de proteinas del extracto de

Staphvilococcus aureus

Como ya se menciond se probaron diferentes concentraciones de proteinas del
extracto de Staphylococcus aureus; estas concentraciones fueron 12 pg/ml, 30
ng/ml, 53 pug/mi, 87 pg/mly 122 pg/ml para conocer la concentracion éptima de
estimulo quimiotactico de PMN en treinta donadores sanos. La concentracion de
53 pg/ml fue la que produjo mayor estimulo de quimiotaxis a PMN de los
donadores sanos similar al estimulo producido con Cba por lo que se decidio
utilizar esta concentracion para el ensayo de quimiotaxis en nifios asmaticos. La
media de la quimiocinesis en estas células fue de 42 um (Gréfica No. 1)

La variabilidad inter e intraobservador fue de 80% en ambos casos.

Se estudiaron PMN de 41 nifios con asma bronquial asociada a infecciones y 10
nifios sanos. De los casos 25 (61%) fueron varones y 16 (39%) mujeres, la edad

promedio fue de 4.4 + 2 afios. (Cuadro No. 2)
Treinta y un pacientes tuvieron mas de 8 infecciones de via aéreas que les

desencadenaron crisis asmatica, tres pacientes fueron hospitalizados mas de 5
veces en un aio. (Tabla 1)

19



Medicion de la viabilidad de las ceélulas

Los recuentos diferenciales realizados después del proceso de separacion de las
células, demostro que mas del 95% eran PMN. La viabilidad medida mediante la
exclusion de azul de tripano fue mayor del 95%. El rendimiento del método
empleado, para la obtencion de las células fue mayor de 75%.

Medicion de quimiotaxis y quimiocinesis

Después de incubar los PMN a 37°C con HHBS C5a y extracto bacteriano de
Staphylococcus aureus por 30 min, se tifid la membrana de quimiotaxis y se leyd
al microscopio. El valor de la quimiocinesis fue mayor en los sanos que en los
enfermos (46 + 7.1um, y 23.8 + 6um respectivamente) con diferencia
estadisticamente significativa (p<0.001), no existio diferencia significativa entre el
grupo de sanos y enfermos (p=0.1) en la medicién de la quimiotaxis con C5a y el
extracto de Staphylococcus aureus. (Cuadro No. 2 y Gréfica No. 2),

Existio una deferencia estadisticamente significativa al comparar quimiocinesis y
quimiotaxis con Staphylococcus aureus y C5a de células de nifios sanos (p<0.0l).
Siendo esta diferencia mayor en los nifios enfermos. (p<0.001) (Cuadro No. 3 y
Graéfica No. 2)
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DISCUSION

Se ha descrito por algunos investigadores que extractos de bacterias in vitro
inducen o activan la migracion dirigida de las células mononucleares y PMN en
pacientes asmaticos no atopicos, en estos estudios se sefiala también que estos
extractos bacterianos no tienen efecto quimiotactico en los mononucleares y PMN

provenientes de pacientes sanos, “%¢5%)

Los extractos hacterianos pueden funcionar como superantigenos, ya que se ha
demostrado que estimulan a las celulas T a través de moléculas de antigeno
mayor de histocompatibilidad clase Il que interactian con las células
presentadoras de antigenos. La estimulacion selectiva de las células T por
proteinas o extracto de Staphylococcus aureus se expresan mediante un receptor
(TCR) por medio de una cadena p con segmentos de genes variahles. El
desdoblamiento de los péptidos antigénicos y los otros componentes TCR juegan
un importante papel en el reconocimiento de los superantigenos. “® Otros
estudios corroboran que el estimulo de toxinas bacterianas durante |a infeccion y
en respuesta a superantigenos liberan interferon y que actua sinergicamente con
IL-12 en la produccion de IL-4, IL-10 e 1L-13 ©¥ demostrandose la relevancia de

la inmunorregulacion.

En la literatura se ha informado que los extractos bacterianos de Staphylococcus
aureus Cowan | pueden incrementar la resistencia inespecifica y tienen un efecto
inmunomodulador y regulador de la migracion de las células inflamatorias asi

como de la actividad fagocitica. ©®
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En un estudio realizado por Tyski y colaboradores refieren que la respuesta
quimiotactica de los PMN se estimula a bajas concentraciones (10°) de lipasa
purificada de Staphylococcus aureus, ademas de que la respuesta es dosis

©")  Spagnuolo demostré in vitro que la endotoxina de

dependiente,
Staphylococcus estimulaba la motilidad y adherencia de los granulocitos.® Asi
mismo otro investigador'® refiere que bajas concentraciones de bacterias

autoélogas inducen quimiotaxis de mononucleares de pacientes asméaticos.

Como también ya se menciond , se ha confirmado en estudios experimentales
que el sitio de acoplamiento de toxina de Staphylococcus aureus en los dominios
o |y a Il de moléculas de clase |l reaccionan en forma cruzada con las moléculas
DR adyacentes, este entrecruzamiento puede ser importante en la induccion de |a

reactividad de las células T .

Los pacientes asmaticos con infeccion cronica recurrente, resistentes o que
manifiestan resistencia al tratamiento convencional, pueden tener defectos en los
mecanismos de resistencia de las infecciones como disminucion de la
quimiotaxis, fagocitosis, opsonizacién y alteraciones en la respuesta inmune

humoral y celular. ©

Los resultados de este estudio demuestran que existe una disminucion en la
quimiocinesis de las células PMN de nifios con asma bronquial asociada a
infecciones recurrentes de las vias aéreas y al comparar la actividad de
quimiocinesis de los PMN de los niflos sanos se observd que existio una

diferencia significativa. ( p<0.001)
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Esta alteracion en la disminucion de la migracion de las células PMN puede
sugerir una refacion con la recurrencia de las infecciones en estos pacientes;
otros autores han descrito observaciones semejantes. %

Es importante sefialar que existen ofros factores que pueden afectar el
movimiento al azar de las células como la acidez del medio intracelular, la
temperatura, fos nutrientes. "

Asimismo la quimiocinesis es mediada por receptores, por 1o tanto el hecho de
que se encontrara una disminucion de la quimiocinesis no se puede asegurar que
fuera por un defecto en los receptores de las células pero tampoco se puede
descartar. ?

Tambien puede haber influido la presencia o no de quimioquinas en el medio
celular, estas moléculas pueden activar a las células PMN por lo que son
quimiotécticas, entre estas se menciona a la [L-3, el factor estimulador de
colonias de granulocitos y macréfagos, la IL-8, factor activador de plaquetas y
LTB4, son mas potentes como quimiotacticos que C5a. Algunas quimioquinas son
selectivas para algunas poblaciones leucocitarias, por ejemplo la proteina 1

para los macréfagos (MIP-p).

En la actualidad se desconocen todavia muchas funciones de moléculas o
sustancias que pudieran funcionar como quimioguinas, se Ssupone que
contribuyen en forma selectiva para controlar la migracién de los leucocitos en
las 4reas de inflamacion. Hay otras moléculas naturales o sintéticas derivas o
semejantes a productos bacterianos que son quimiotacticas para los neutréfilos y
los macrdéfagos como la metionina leucina y fenilalanina (Met-leu-the) estos
péptidos se unen al receptor y bloguean en la misma terminal la respuesta de los
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leucocitos, de tal forma que algunas proteinas de bacterias pueden generar
sefiales especificas en los receptores para Cba y LTB4 que se generan en los
sitios de inflamacion. Las moléculas generadas en los sistemas de coagulacion
como fibrina, el péptido b y la trombina atraen a los fagocitos y posteriormente se
estimula la liberacion de |L-8 por monocitos activados que inducen a neutréfilos y

basofilos funcionando como un factor quimiotactico.

Las modificaciones en la concentracion de los factores intracelulares como los
cationes bivalentes causan una reduccion en el movimiento de la célula y cuando
se trata de Ca*', se produce una reduccion en la locomocién y en ocasiones en el
movimiento al azar, el Ca®* es muy importante en la traduccién de sefiales en la

funcion de los microfilamentos para el movimiento de la célula, /™

La disminucion de Mg®* en neutréfilos de ratas se traduce como una alteracion
en la orientacién de la célula por diferentes gradientes. Los PMN pueden
moverse en ausencia de Na“ o K pero pueden tener una decremento en la

respuesta a factores quimiotécticos en la ausencia de K* extracelular.

En este trabajo se encontré que al agregar extracto completo de Staphylococcus
aureus Cowan | la quimiotaxis fue semejante en ambos grupos. (cuadro No. 3)

El mayor efecto quimiotactico para los PMN se logra cuando se incuba con los
productos de microorganismos y plasma activado con complemento; el
Staphylococcus aureus ademas de que estimula la quimiotaxis tambien estimula
la adherencia de estas células, '? sin embargo algunos autores han demostrado
que algunas fracciones de Staphylococcus aureus como la [ toxina o la

esfingomielina C, inhiben in vitro la locomocién de neutrofilos y monacitos.“®
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En nuestro estudio encontramos que el extracto completo de Staphylococcus
aureus a una concentracion de 53 pg wui mi de proteina de esta hacteria estimulo
la quimiotaxis de las células PMN al igual que la fraccion Cha del complemento,
no encontrandose diferencias significativas entre amhos (p=0.1); este estimulo
fue similiar entre el grupo de nifios asméaticos con infeccion y el grupo de nifios
sanos, aunque hay que hacer notar que el estimulo fue mayor en los nifios
enfermos tanto con C5a como con extracto bacteriano. Esto se explica porque
las células poseen receptores para Cba y receptores para péptidos N formil que
representa productos bacterianos, estos receptores tienen un alta afinidad para
estos péptidos que inducen el flujo transmembranal de K* y Ca** através de la
membrana plasméatica, teniendo como resultado la polarizacion de la membrana

celutar, 747578)

El efecto de la administracién de extractos bacterianos se ha estudiado en
pacientes con infecciones recurrentes de vias respiratorias y asma bronquial con
reduccion en la frecuencia de infecciones de 2.14% a 1 %, y con disminucion de
las manifestaciones clinicas hasta del 60%. Asi mismo, se ha observado una
inmunomodulacién en las concentraciones de inmunoglobulinas particutarmente
con un incremento en las cifras de IgA.™"

Se ha demostrado que existe un aumento en la produccion de factor liberador de
histamina por el gran nimero de linfocitos T en el alveolo de asmaticos no
atépicos, y se ha reportado una correlacion positiva entre los niveles de
hiperreactividad bronquial y la produccién espontanea de factor liberador de
histamina.™ La histamina que es liberada durante un proceso inflamatorio como
una crisis asmatica modula la quimiotaxis, quimiocinesis adherencia vy

degranulacion de i glucuronidasa de neutrofilos y eosindfilos, en estos pacientes
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existe un aumento en la produccion de histamina y de receptores Hi y H2 esto
puede causar inhibicién en la quimiocinesis, quimiotaxis y/o adherencia de estas
células; en los pacientes asmaticos estudiados en esta tesis pudo haber sucedido
que los receptores de histamina de los PMN tomados de la sangre periférica se

encontraran saturados, dando los resultados ya comentados.

Por lo tanto concluimos, dado que la respuesta al estimulo con C5a y extracto de
Staphylococcus aureus fue semejante, es posible que los mecanismos de
quimiotaxis en las células de estos pacientes se encuentren en condiciones
normales, y el hecho de que se encontraré quimiocinesis disminuida plantea
interrogantes en los diferentes mecanismos de regulacion por lo que serfa
necesario investigar otras funciones y factores subcelulares en estos pacientes

asi como otros aspectos del sistema inmunoldgico.
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CUADRO No. 1

Sindrome Clinico
Rinofaringitis

Faringoamigdalitis

1. Purulenta-membranosa

2. Con vesiculas o (lceras

Laringotraqueobronquitis

Epiglotitis

Traqueitis bacteriana

(9,10)

Agente Etiolégico
Virus
Rinovirus
Influenza
Coronavirus
Parainfluenza
Sincicial respiratorio ECHO
Adenovirus. Reovirus,
Herpes Simple

Adenovirus

Bacteria

S pyogenes

H. intiuenzae
B pertussis

M. pneumoniae

Epstein-Barr (mononucleosis infecciosa)

Herpes virus hominis
(herpes simple)
Coxsackie

Parainfluenza. Sincicial
respiratorio

Influenza. Adenovirus.
ECHO

Coxsackie A

Probable antecedente viral
con cualquiera de los virus
arriba mencionados

H. influezae tipo B

Staphylococcus
aureus

Streptococcus B

S.pyogenes
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Grafica No. 1. Estandarizacion de la concentracion del
extracto de Staphylococcus aureus Cowan | para un mayor
estimulo de quimiotaxis en células PMN de donadores sanos.
Se observdé mayor estimulo a concentracion de proteinas de
53 pg/ml .
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TABLA No. |

NINOS CON ASMA BRONQUIAL IX NFECCION

Nim, | EDAD | SEXQ { PESO | GRADO | INFECC. | HOSP. | QUIMIO- | QUIMIO- | QUIMIO-
(Afios) DI POR POR | CINESIS TAXIS TAXIS
DESNUT. ANO ANO (C5a) (Bacteria)
!JIII i }llll
i 1 I 14 0 3 6 30 £50 £50
2 4 M 17 0 12 2 30 70 9¢)
3 3 I 27 0 10 i 20 90 80
4 7 I 23 0 15 4 30 65 95
5 4 M K 0 10 2 20 75 150
6 6 M 17 11(20%) 9 3 20 105 90
7 6 P 22 0 3 4 20 93 135
3 8 I 34 0 24 1 30 115 120
9 7 M 26 0 15 | 30 100 120
10 2 M 12 0 18 ] 33 100 90
11 5 F 17 0 18 4 30 100 9()
12 3 M il H(26%) 12 | 30 90 100
13 7 F 22 0 12 3 30 150 100
14 3 F 12 0 i 0 20 150 150
15 2 F 12 11(20%) I8 0 30) 80 70
16 4 F 17 0 3 i 30 85 90
17 4 M 18 0 12 0 30 75 100
18 5 M 19 0 6 0 30 50 50
19 7 M 27 0 18 2 30 75 100
20 7 M 21 0 6 0 20 90 80
21 2 M 15 0 12 I 15 9() 100
22 0 F 29 0 12 I 15 85 90
23 5 M 20 0 24 12 30 100 105
24 4 M 17 0 7 0 30 85 80
25 [ M 32 0 i2 0 15 90 95
26 R M 20 0 12 3 30 90 85
27 8 I 33 0 12 0 20 90 80
28 6 F 17 0 5 0 20 35 80
29 6 M 19 0 6 0 20 9 80
30 5 M 16 1(12%) 6 2 20 90 90
3l 3 F 10 11(33%) 6 I 18 9() 150
32 8 M 33 () 6 i 20 95 90
33 5 M 29 0 10 0 20 90 80
34 1 I 10 11(16%) 10 0 24 109 92
35 2 M 9.7 | 1131%) 10 10 30 100 90
36 5 I i6 1(12%) 6 0 20 60 80
37 2 M 13 0 12 I 15 70 90
38 2 M 11 0 5 2 15 60 80
39 2 M 15 0 10 2 20 70 95
40 5 M 18 0 24 i 20 90 103
41 4 M 12 0 10 I 15 90 9()
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Cuadro No. 2.

Caracteristicas d eedad y sexo estudiadas en nifios conasma bronquial

infecciosa y niiios sanos

Caracteristicalsanos (10)  |enfermos (41)
edad (arios) * 4.4 + 2.1 44 12
Sexo(mf) ™ 16/5 25 /16

*Media +DE; ** Frecuencias absolutas
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Cuadro No. 3.

Comparacion de las varibles de quimiocinesis y quimiotaxis en nifios con

asima bronquial infecciosa y nifios sanos

Variable Sanos Enfermos p
Quimiocinesis 4671 um (23, £86um <0.001
Quimiotaxis Cba 92.£32um {91421.3um p=0.1
Quimiotaxis extracto 92423 um |97 +22.4um p=0.1
bacteriano
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Grafica No. 2 Medicidn de quimiocinesis y quimiotaxis. Después de incubar
a PMN a 37°C, con HHBS, Cb5a y Staphylococcus aureus, se obtuvo una
quimiocinesis de 46 ug para los sanos y 23.8 yg para los enfermos (p<0.01)
en la medicion de la quimiotaxis no existié diferencia significativa entre
ambos grupos, pero entre la quimiocinesis y quimiotaxis de ambos grupos
para C5a y el extracto si se observo diferencia significativa (p<0.001)
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