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1.1 Resumen

El proceso fagocitico es uno de los mecanismos mas importantes de defensa, que permite
al hospedero resistir con éxito una agresidn. La evaluacidén de las diversas etapas
fagociticas permiten valorar la eficiencia del mecanismo. Existen varios métodos que
evaluan la Fagocitosis. Un método sencillo es la reduccion detl Nitro Azul de Tetrazolio
{NAT) en portaobjetos, que permite visualizar 1a activacion del metabolismo oxidativo de
la célula fagocitica y ademas permite evaluar cuantitavamente el proceso de endocitosis,
medido como indice fagocitico y porciento de fagocitosis.

Se propone adaptar la técnica de reduccion del NAT en portaobjetos, para su aplicacion
en la determinacion de valores de referencia de porciento de fagocitosis e indice
fagocitico en donadores clinicamente sanos del Banco Central de Sangre del Centro
Médico Nacional "La Raza" del Insiituto Mexicano del Seguro Social para su posterior
comparacion en pacientes adultos inmunocomprometidos y politransfundidos.

Durante el periodo de septiembre a diciembre de 1994, se seleccionaron 280 donadores
clinicamente sanos, a los cuales se les determind : Indice Fagocitico, Porciento de
Fagocitosis y Reduccion de Nitro Azul de Tetrazolio con el siguiente método. En un
portaobjetos se colocan 0.5 mi de sangre se incuba en camara humeda por 30 min, se
lava con solucién de Alsever, se adicionan levaduras opsonizadas con Candida albicans

en NAT (0.1%), se incuban por 15 min, se lavan y se contrastan con Safranina (0.5%) y
se evalla al microscopio.

Los resulitados fueron los siguientes:

% de Fagocitosis Indice Fagocitico Reduccion del NAT
Poblacion Total 74.85£10.12 1.81+0.48 . 100%
(280)
Mujeres 74.3+8.41 1.890+0.40 100%
(51) .
Hombres 74.98+10.5 1.91+0.49 100%
(229)

£l método es util para conocer
Fagocitico.

No existe diferencia en el porciento de Fagocitosis, Indice fagocitico y Reduccion del NAT
entre ambos sexos.

los valores de referencia de Fagocitosis e Indice
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PARTE_1

1.2 Antecedentes

Antes de los trabajos de Metchnlkoff la Inmunidad se atribula Unicamente a los anticuerpos
clrculantes, después de los trabajos de Metchnlkoff se crearon dos corrlentes entre los
investigadores, con respecto a la Intervencién de la.fagocitosis y las inmunogiebulinas en la
defensa del organismo coiitra microorganismos Infecclosos (Barret,1972). Fue en 392
cuando Elie Metchnikoff publica sus observaciones de la capacidad que tienen las células
poilmorfonucleares (PMN) y macrofagos para matar a ios microorganismos. Metchnlkoff se
impresiond por la rapldez con la que las bacterlas eran ingeridas y destruidas dentro de
estas células. Después Almoroth Wright resotvié la disputa entre la teorla celular y humoral
al demostrar que ciertas substancias del suero llamadas opsoninas aumentaban la actividad
fagocitica. Este proceso en ese momento no fue blen entendide sino hasta dos décadas
después. Sobre este mecanismo se ha hecho Investigacion de manera Intensiva
especialmente en pacientes con Enfermedad Granulomatosa Crdénica (EGC) y can otros
defectos en la funclién fagocitica (Quie,MHills, 1979). 3

Los polimerfonucleares por tener capacidad de Ingerir microorganismos y matar, juegan un
papel central en los mecanismos de defensa del hospedero. Estas’ células son jas que
estan en mayor proporcion en la sangre para defender contra microorganismos Invasivos
(Blenaff, 1986).

A fines dei siglo XIX Elle Metchnlkoff denominé macréfagos a las células fagociticas porque
eran capaces'de digerir grandes particulas. En 1924 Aschoff introdujo e} nombre de

sistema reticulo endotelial, término muy empleado todavia para agrupar varias clases de



células capaces de absorber colorantes vitales, actuaimente denominado Sistema

fagocitico mononuclear (Blenaff, 1986).
Desde que en 1B73 Elie Metchnnikoff describid el ataque y la destrucciéon de un

microorganismo por las células fagociticas de Daphnia las técnicas para valorar la
fagocitosis han tenido un amplio desarrollo, una de las técnicas mas comunes es por
reducciéon de Nitro Azul de Tetrazollo (NAT) que fue Introducida en el area de la medicina
clinica a partir de 1968 y ha sido utillzada en pacientes con infecclones recurrentes pero
principalimente se usa para el dlagidstico de la Enfermedad Granulomatosa Cronica (EGC)
debido a la Incapacidad de las células fagociticas de estos paclentes para reducir el NAT a
formazan durante la fagocitosis (Gifford, Malawista, 1970). Esta prueba de fagocitosis se
reallzé también en paclentes con lepra lepromatosa y pacientes con tuberculosis pulmonar
avanzada activa mostrando defectos en la funcién endocitica de sus fagocitos clrculantes,
fundamentaimente leucocitos Polimorfonucleares (PMN) (Rojas, Dominguez, 1981).

Por otro lado se valora la fagochosis por esta prueba con el fin de observar el efecto de
algunos farmacos sobre la fagocltosls: antlleprosos (dapsana, etionamlida, protionamida);
antlinflamatorios (Indometacina y talidomida) y ascorbato (Rojas, Dominguez, 1991). Con la
cefoxilina, un antlbidtico p-ilactamico derivado de la cefamicin C se estimula la fagocitosis
debido a que hay un Incremento en la adherencla de neutréfllos por la accidn sobre
diferentes receptores de membrana celular MAC-1, LFA I, LFA y P150,85 (Rodriguez,
Barriga, 1993).

Algunos otros padecimientos como la deficiencia completa de la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa de leucocitos o el uso de D-penicllamina, dan por resultado una prueba

anormal con NAT (Pacheco,Shearer, 1994).



1.3 Generalidades

1.3.1 Relaclén Hospedero-parasito

El hombre durante su existencla slempre ha estado en contacto con
microorganismos que han traido consecuencias de dos tipos :

a) Consecuencias dafilnas. -Es declir provocar situaclones en las que el Individuo
(en este caso el ser humano) ve afectada su salud provocando morbilidad vy
mortalidad (Talaro,1993).

b) Consecuencias benéficas. -Participan en los procesos industriales de alimentos
asi como de medicamentos que son Gtiles a la especie humana, y aun mas en las
asoclaciones de comensalismo dentro del organismo humano, que garantiza la
homeostasis en 1a relacién hospedero parasito (Talaro, 1993).

El cuerpo humano se ve expuesto constantemente a microorganismos, que son
adquiridos por la exposicién del cuerpo en el medio amblente. Para que un
microorganismo pueda penetrar depende de las condiciones del hospedero y la
patogenicidad del mismo, aigunos de éstos colonizan al hospedero (flora normail),
algunos se pilerden rapidamente (transitorios) y otros invaden los tejidos. Este
contacto con microorganismos provoca Infecclén, una condicién e.n la cual ios
microorganismos patégenos penetran al hospedero, entran al tejido y se muitiplican.
Cuando los efectos acumulativos dafian o rompen ios tejldos resulta una

enfermedad Infecciosa (Tatlaro,1993).



£n la Infecclén, dos resultados son posibles:

a) Los mecanlsmos de defensa pueden erradicar la Infecclén del tejido dafiado o

del érgano, por lo que el agente infeccloso es ellminado del tejido y no causa un

daffo mayor (Talaro,1993).

b) Puede haber dafio en el tejido y en el 6rgano, provocando la morbllidad y dafios

muy severos que pueden causar la muerte (Talaro,1993).

©) Existe una tercera posibilidad por hiporespuesta del .indi-
viduo hacia el microorganismo la cual es insuficiente para
eliminarlo pero no permite que el microorganismo cause en-—
fermedad convirtiendo a este individuo en un portador apa—

rente.ver figura 1.3.1




Contacto con el microorganismo

Colonizado Erradica Hipersensibllidad
Infeccidn
Individuo Inmune Individuo portador
Enfermedad
Muerte tnmunidad Enfermo individuo portador

Fig. 1.3.1 Potenclal de microorganismos asociados al humano (Talaro, 1993).



El tipo y severidad de una Infeccién depende de humerosos factores relaclonados
con la patogenicildad de los microorganismos. La patogenicidad se describe como
la capacidad que tienen los microorganismos para causar una infecclén o
enfermedad. Los microorganismos patégenos se han dividido tradicionalmente en
dos grandes grupos, dependiendo de la relacién hospedero-parasito :

Patégenos primarios.- Son capaces de causar infeccion y enfermedad en personas

sanas con su sistema inmune normal. Los ejemplos Incluyen al virus de la influenza,

virus de la rabla, protozoarios como e! Plasmodium vivax o falclparum y otros
microorganismos. Los patégenos primarios estan generalmente asoclados con
distintas enfermedades reconocibles y tienen una virulencla muy potente (Talaro,
1993).

Patogenos secundarios o patégenos oportunistas.- Las personas afectadas son
pacientes inmunocomprometides. Estos microorganismos no son considerados
patégenos para los Individuos sanos. Los factores que predisponen a una Infeccion
por este tipo de patégenos son los sigulentes:

Edad avanzada, mal nutricién, defectos genéticos y adquiridos en el sistema
Inmune, mal funclonamiento de los mecanismos de defensa del hospedero, estrés
tfislco y mental, transplante de drganos, cancer, quimloterapla, defectos
anatdmicos, dlabetes, enfermedades del higado y traumas quirargicos, Individuos
prematuros y recién nacldos (Talaro, 1993).

En la Infeccién, 3 resultados son posibles:



Entrada a ta infecclén

E! microorgahlsmo entra a los tejidos del cuerpo por una ruta caracteristica, la via
de entrada, usualmente es cutdneo o mucosal. La fuente del agente Infeccloso
puede ser exségeno (proveniente de otro individuo o un animal), o endégeno, que
existe alrededor o en el cuerpo (flora normal o Infeccldn latente) (Talaro, 1993).

La entrada del microorganismo son por ias mismas regiones anatédmicas
colonizadas por la flora normal: la piel, via gdstrica , via respiratoria y via
urogenital. De hecho este faclt acceso por la flora normal algunas veces ayuda a
penetrar cuando existe una disminucién en la resistencla del individuo. La mayoria
de los patégenos tlenen que adaptarse al medio de entrada, que le provee un
habltat aproplado para su crecimiento (Roltt, 1993).

También algunos microorganismos pueden tener mas de una entrada para producir
fa Infeccion, por ejemplo el gonococa puede entrar e Infectar fa garganta y et ano
ademas del tracto urinario; Mycobacterium tuberculosis entra en tracto respiratorio
v tracto gastrointestinal; Corynebacterium diptheriae puede Infectar la garganta y la
piel (Talaro, 1993).

Tamafio del Indculo
Otro factor cruciali de! curso de una enfermedad es la cantidad de
microorganismos en la dosls de inoculaclén. Para muchos agentes la Infecclén

procede si hay un nimero minimo llamado dosls infectante (Talaro, 1983).



El que ios microorganlsmos puedan permanecer un corto o un largo tlempo también
se debe al papel que tlene el sistema Inmune, el cual combate a los agentes
infecciosos. Los microorganismos tienen diferentes formas y mecanismos de

penetracién, por lo que el sistema inmune requiere una varlabilidad de respuestas

para cada tipo de Infeccién.

1.4 Mecanismos inespeclificos

Se conoce que los mecanismos de defensa se dlviden en dos categorias: la

respuesta innata o inespeclifica y la respuesta adaptativa o especifica .
La respuesta innata o inespecifica la poseen todos los individuos aunque no haya

contacto previo con el microorganismo y no es de memoria. Ver ‘tabla 1.4_1

Tabla 1.4.1 Mecanismos inespecificos (Roitt, 1993).

Consideraciones gensticas Inflamacion y Fiebre

Fisiologia corporal Interferon

Factores humorales inespecificos Fagocitosis

Complemento

1.4.1Fisiologfa corporal:
Barreras Fisicas y Bloquimicas: plel, moco, cllios, pH acldo del estémago, lisozimas

en varias secreciones, glandulas sebaceas, organismos comensales en intestino y

vagina, espermina en semen.



1.4.2 Complemento:
Es un grupo de 30 proteinas que puede ser activado de manera espontanea por

varios microorganismos por la via alterna, la cual es una reaccién innata o

Inespecifica. El sistema de complemento puede ser activado tamblén por via
clasica por el compiejo antigeno-anticuerpo y por ia via de las lectinas
(Holmskov, Mathotra,1994). Ver figura 1.4_3. Su funcién principaimente es:

1.- Unirse a los microorganismcs para favorecer la fagocltusis.

2.- La atraccién de los fagocitos a los sitios de activacién de complemento.

3.- Incrementan la permeabllidad vascular.

4.- Dafla Ia membrana plasmatica en bacterias Gram—negatlva.s. virus y otros
organismos produciendo lisis.

5.- Amplifica la respuesta inflamatoria.

10
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Via alterna Via de las Via clasica
lectinas
Activacion por Por carbohidratos Por complejos
superficie Inmunes
<3b MBP Cig
B
Cir ~CIr
D MASP C1s C1s
(o2 ] ca [o2 1
P\, cz c2 oL C2
~~
Ca
~~
C3ab

Fig. 1.4.2 Viasde activacion de complemento. (Holmskov, Malhotra, 1994)
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La protelna opsonisante principal es C3b que reconoce por lo menos tres diferentes
receptores en la membrana plasmatica; CR-2 (CD21) encontrada primeramente en
linfocitos B, CR-3 (CD11b/CD18) que se encuentran en todos los fagocitos y
algunos linfocitoes, y CR4 (CD11¢/CD18) que se encuentran en macréfagos
principalmente y se ha expresado también en monocitos circulantes y
neutréfilos(Brown, 1991).

Hay individuoa con deficienclas de componentes de compiemento que pueden
activar sus dos vias, su suero puede promover normalmente la opsonofagocitosls
pero es incapaz de matar indirectamente al microorganismo (Ross, Rosenthal,
1987).

£l otro tipo de pacientes es por carencia de receptores, por ejemplo para IC3b, las
caracteristicas de estos paclentes son leucocitosis crénica con neutrofilia marcada

e infecciones bacterianas recurrentes (Brown, 1991).

12



1.4.3 Inflamacion y fiebre

La Inflamaclén es un mecanismo Inducido por varios tipos de sustanclas producidas
por un dafio fisico o por la presencia de microorganismos. Cuando la inflamacién
es resultado de una invasion por microorganismos la funcién de la Inflamacion es
locallzar, destruir y eliminar al organismo. Se caracteriza por la acumulacién de
leucocitos en los sitios del tejido dafiado o de la infecclon,

Se dan tres eventos principales durante esta respuesta:

1.-Un Increm;anto del suministro sanguineo en el area Infectada.

2.- Incremento en la permeabllidad de los caplilares causada por la retraccidn de las
células endotellales y posiblemente por Incremento en el transporte veslcular a
través del endotelio.

3.~ Los leucocltos migran de los capilares al tejido hay un numero mayor de
neutrofilos y después se da la migracién de monocitos y linfocitos. En la migracion
de neutrofiios, linfaCltos y monocitos participan las moléculas de adhesion como son
ia P.2- integrina, LFA- 1 y CR3 que se unen ICAM- 1 e ICAM- 2. Ademas en la
acumulacion de neutrofiios participa ELAM que interactiva con un determinante
Levis X presente en la supetficie de glicoproteinas de neutrofilos (Roiit, 1993)

Las reacclones Inflamatorias son controladas por citocinas, por mediadores
vasoactivos liberados de basoéfilos, plagquetas, células cebadas. Ver tabla 1.4.2.
(Roltt, 1993).

13



Tabla 1.4.2.Principales mediadores de la Inflamaclién los cuales Incrementan el fiujo
sanguineo, permeabllidad vascular y moduian el movimiento celular.

Mediador Crigen Accion
Histamina Basofllos Incrementa permeablidad
: Mastocitos vascular y la contracclén
Cebadas de! musculo liso

5-Hidroxi triptamina,serotonina

Plaquetas

Incrementa permeabilidad
vascular

Factor
neutrofiios

quimiotactico

de

Células cepadas

Quimiotaxis de neutréfilos

Interleucina 8

Linfocitos

Quimiotaxis de ceélulas T y
monocitos

C3a Complemento Degranulacién de células
cebadas,contraccion de
musculo liso.

CS5a

Compiemento

Quimiotaxis de macrofa-
gos

Bradiclnina

Sistema de cininas

Vasodilatacion, contraccion
musculo iiso e Incremento
de ia permeabllidad
vascular

Fibrinopéptidos y fibrina

Sistema de coagulacion

Incrementa ta permeabi-
lidad y quimiotaxis de
macréfagos y neutrofilos

Prostanglandina
E2 (PGE2)

Via ciclooxigenasa

Vasodilatacion,potencia el
Incremento de la permea-
bllidad

Leucotrieno B4
LTB4

Via lipoxigenasa

Quimiotaxis de neutrofi-los,
junto con E2 incrementa fa
permea-bilidad vascular

Leucotrieno D4
LTD4

Via lipoxigenasa

Contracciéon musculo. liso,
Incrementa la permeabi-
lidad vascular

(Roitt, 1993).

14



Flebre

Hay dos respuestas asocladas a la inflamacién: la primera involucra la alteracién de
la temperatura en el hipotalamo y a generacion de la respuesta febril; la segunda
involucra afteraciones en el metabolismo o en el higado (Baumann, Gauldie, 1994).

Los IL- 1B, TNF- o, IL- 6 son polipéptidos mediadores de fiebre producidoa por el

hospedero en respuesta a la presencia de microorganismos extrafios y otros

materiales pirogénicos exdgenos (Dinarello Cannon, Mancilla, 1981), como

sustancias mediadoras de la inflamacién (Dinarelio, Cannon, Wolf, 1988). IL - 1p,

TNF- ¢, IL- 6 son plrogénos endogénos que inducen el Incremento de metabolitos

de éacido araquidonico, primeramente ias prostanglandinas derivadas de la

ciciooxigenasa, prostaciclinas y tromboxanos (Dinarelio, Cannon, Wolf, 1988). La
1L- 18, TNF- «, IL- 6 que son considerados para regular la respuesta febril
posiblemente como un mecanismo protector. Estas cltocinas median la fliebre a

través de la Inducclén de PGE> (Baumann, Gauldle, 1994) que es un potente agente

pirogénico cuando se introduce en el cerebro con efectos en el

centro
termoreguladar (Dinarello, Cannon, Manciila, 1981).

Proteinas de Fase Aguda

En un proceso de Inflamaclén se caracteriza por el aumento en la concentracion de

protelnas plasmaticas como la antitripsina  (o-AT)., ai antiquimiotripsina,

fibrindégenao, haptoglobina, o, &acido glicoprotéico, amiloide sérico A y proteina C

reactiva llamadas proteinas de fase aguda (Buchner, Hugll, Ember, 1995). Las
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proteinas de fase aguda son sintetizadas en higado durante un proceso inflamatorio
agudo y pueden actuar como Inhibidores de proteasas, factores de coagulacién y
opscninas. En algunos trabajos in vitro se ha demostrado que Csa actita como un
potente mediador de la inflamaclén y estimula la sintesis de proteinas de fase

aguda (Vogels, Cantonl, Carelii, 1993).
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1.4.4 interferén

Es una glucoproteina en humanos Qque se produce naturalmente por céfulas
infectadas. En humanos el interferé6n es producido primarilamente por los
fibroblastos y los leucocitos. Los tres principales tipos son: Interferén alfa, producto
de leucocltos que es inducido por infecciones producidas por virus, bacterias y
otros agentes; Interferén beta, un producto de fibroblastos, células epiteliales, y
macrofagos en recpuesta a infecclones producidas por virus; y el interferén gama
producto de linfocitos T y células NK, tiene actividad antiviral, participa en la
activaciéon de macréfagos, actia sobre fibroblastos, participa en la activacién y en
ia diferenclacién de células B (Flkelman, Katona, 1988), y fundamentaimente en la
regulacién inmunolégica a nivel de TH: y THo.

Los dos primeros tipos son Importantes en supresion no especifica de Infecclones
virales, mientras que el interfer6n gama es parte iImportante de la respuesta
especl(fica (Talaro, 1993).

Los efectos antivirales del interferén-y se deben a que incrementan la expresién de
moléculas clase | y |l del complejo principal de histocompatibilidad que facilltan el
reconocimiento de antigenos virales, por activacién de células NK y macrdfagos
que tienen la capacidad de destruir células infectadas por virus e inhibicién directa
de la replicacion viral (Roitt, 1993). E! interferén-y con macrséfagos murin'os tiene

una importante actlvidad fungicida con H.capsulatum (Diamond, 1989).
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1.5 Mecanlsmos especificos

La respuesta Inmune tiene como caracteristicas princlpales ser: especifica, tener

memoria ser inducible y transferible. Esta respuesta inmune adquirida se divide en:

Natural (Materna)
PASIVA

Artificlal (Terapla sérica)

RESPUESTA INMUNE

Natural (Posinfecclén)

ACTIVA
Artlificial (Inmunizacién)

Fig. 1.5.4 Descripcitén de la respuesta inmune adquirida.



Esta respuesta Inmunitarla tradiclonalmente se ha dividido en respuesta humoral y

celular. Las células centrales de la respuesta adquirida se dividen en dos

categorfas los linfocitos T, B y macroéfagos.
Los linfocitos TH tienen diversas actividades: algunos estan Involucrados en la

linfocitos TH: consecuentemente en la

diferenclacién de las células B, los

producclon de anticuerpos. Otro grupo de linfocitos TH Interacttian con las células
fagociticas para ayudar a destruir al microorganismo Invasor TH; y otros Zfue

reconocen a las células infectadas para destruirias (lInfocitos T citotéxicos).
Los iinfocitos B enfrentan al microorganismo invasor por medio de la produccién de

anticuerpos, ios cuales reconocen al microorganisme invasor de forma especifica

(Ortiz, 1987).
Los macrétagos tienen la funcién de presentar el determinante antigénico a los

linfocitos TH para activar la respuesta inmune, iniciAndose la cascada de citocinas

que son las comunicadoras entre las céiulas linfocltarias para establecer la

produccién de los efectores humorales y celulares, ademas de participar en la

fagocitosis.
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1.6 Céelulas Protagonistas

1.6.1 Las células que tienen un papel primordial en el mecanismo de defensa
inespecifico son los leucocitos polimorfonucleares y células del sistema fagocitico
mononuclear que estan encargadas de la funcion fagocitica.

Ambas estirpes se originan en médula dsea a partir de un precursor comuan, que pronto se
diferencia en precursores especificos: mieloblasto que dara origen a la linea
granulocitica (neutrofilos, basdfilos y eosindfilos), y el monoblasto que mas tarde originara
el sistema fagocitico mononuclear.

En la médula dsea, durante una etapa proliferativa que dura aproximadamente 6.5 dias, el
mieloblasto se diferencia én promielocito y después en mielocito.

Durante la etapa de maduracion (1 a 7.5 dias), el mieloblasto se diferencia en
metamielocito, después en polimorfonuciear maduro segmentado.

Durante la maduracion granulocitica hay un cambio progresivo del nucleo. Los nucléolos
desaparecen, la cromatina se condensa y la masa nuclear antes redondeada, empieza a
mostrar muescas y por Ultimo se segmenta. Estos cambios nucieares se acompanan de

modificaciones citoplasmaticas bien definidas

Mieloblasto

Su tamano oscila de 15 a 20 pm de diametro y tiene una proporcion nucleo citoplasma
alta. Por lo general el nicleo es redondo u oval, contiene cromatina delicada, afiligranada,
tefido de modo uniforme. Hay de 3 a 5 nucléolos grandes muy desarrollados. En la
membrana nuclear lisa no se observa condensacién de cromatina. La cantidad de

citoplasma de pequefia a moderada, es agranulada (Mckenzie,1991).

21



Promielocito

Los granulos primarios tienen una membrana fosfolipidica que se tifie con un colorante
lipofilo sudan negro B. Mediante técnicas citoquimicas puede demosirarse que los
granulos contienen enzimas y otras sustancias, fosfatasa &acida, mieloperoxidasa,
hidrolasas acidas, lisozima, mucopolisacaridos sulfatados y otras proteinas basicas. El

tamano del promielocito oscila de 15 a 21 um dependiendo de la etapa del ciclo mitotico

de la céluta.

Mielocito

Los granulos secundarios estan también circundados por una membrana fosfolipidica que
se tifie con negro de sudan B. Se observan granulos azurdfilos grandes pero su sintesis
ha cesado. Estos granulos secundarios contienen fosfatasa alcalina y lisozima pero no
fosfatasa acida ni peroxidasa. En los granulos secundarios se han identificado otras
enzimas como aminopeptidasa, colagenasa y proteinas basicas. El nucleo disminuye de
tamanio, en el mielocito joven pueden observarse nucléolos pero comunmente no existen.
El nucléolo es redondo u oval y con frecuencia excéntrico en las etapas tardias del
mielocito, el ndcieo puede mostrarse aplanado en un lado, contiguo al ndcleo, se aprecia

una zona clara que corresponde al aparato de Golgi, la prbporcién nucleo—~

citoplasma ha disminuido. Esta es la ultima etapa en que hay divisién mitética.
Metamielocito

Son menores que los mielocitos de 10 a 15 um de diametro pero su caracteristica
diferencial mas visible es la depresién del nucleo que le da un aspecto de frijol. Los

nucléolos no son visibles.
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Granulocito en banda

El mielocito se transforma en granulocilo en banda (forma de haba), la cromatina muestra
cambios degenerativos. La célula es aigo menor 9 a 15 um que el mielocito. El ciloplasma
es rosaceo como en la elapa anterior, esta es la primera etapa de diferenciacion que
puede verse normal en sangre periferica.

Neutréfilo polimorfonuclear

Se reconoce por un nucleo segmentado con dos o mas lébulos conectados por un
filamento nuclear delgado. La mayor parte de los neutrdfilos tiemen de dos a cuatro
Iobulos nucieares. El citoplasma del polimorfonucliear (PMN) contiene numerosos
gréanulos secundarios, puede haber granulos primarios pero su escasez y la pérdida de
sus cualidades de tincidn hacen dificil su identificacion .

1.6.2 Funcion
Los neutrdfilos deben salir de la sangre para defender a los tejidos contra organismos, (a
diapedesis comienza por ia adherencia probablemente, el primer paso de migracién
extravascular (Yakuwa,1989); los neutrdfilos se adhieren al endolelio vascular y se
disermninan en la superficie del mismo. A la adherencia siguen agregdndose neutrdfilos y
después atravieszn por diapedesis, el endotelio por las uniones de las células. Al
movimlento a través del tejido, el neutrdfilo es ayudado por sustancias como la
colagenasa secretada de granulos especificos de los neutréfilos al fusionarse con la
membrana de los pseudépodos. Los neutrdfilos pueden pasar a través de los tejidos o

ser atraidos a dreas especificas por estimulos quimiotacticos.

Se ha demostrado recientemente que los PMN poseen dos mecanismos para aumentar la

ingestién mediada por ig G. Uno de los mecanismos empleados, es por exposicion de los

PMN al Factor Estimulador de Colonias y estéres de forbol in vitro El mecanismo es
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mediante receplores de PMN que reconocen la secuencia Arg-Gly-Asp (Brown,1991;

Richardson, Brownlie, Shankland,1992). '

£n la superficie externa de neutrofilos humanos, se localizan componentes del sistema de

la fase de contacto H-cinindgeno, precalicreina, factor Xt y factor Xlil. (Henderson,

Figueroa, Muller,1994).

Ademas de sus funciones principales de Fagocitosis y destruccion de

microorganismos.Estimulan la coagulacion al secretar una sustancia que activa al primer

factor de contacto de la coagulacidon y convierte también el cinindgeno en cinina, las

cininas causan vasodilitacion e incrementan la permeabilidad vascular. Las cininas

quimiotacticas atraen a los neutrdfilos a los sitios de inflamacidn. Al principio los

neutrdéfilos activan la produccion de cininas pero conforme las células ser acumutlan y

degradan a las propias cininas {Henderson, Figueroa, Muller,1994).

La funcidén de los neutréfilos es también estimulada por la persencia de citocinas que

aumentan o regulan su actlividad microbicidad (Diamond, 1989).

El Factor de Necrosis Tumoral producido por macrofagos incrementa la adherencia de

neutréfilos al endotelio vascular, mejora la fagocitosis y la desgranulacidn; libera
- metabolitos dependientes de oxigeno (Lantz,1993). ’

Cuando los neutrdfilos ya son viejos o sufren apoptosis pueden ser fagocitados por

macrdéfagos (Sevill, Henson,1989).

Durante la infeccion los PMN tiene una respuesta quimiotactica, fagocitica y oxidativa

incrementada durante una estimulacion in vitro (Bass, Oibranlz, Szjeda,1986).
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Eosindfilo

Los eosindfilos se distinguen por la afinidad de sus gréanulos a tinciones Acidas, estan en
pequerfia proporcion (1 a 5 %) en sangre periférica y prevalecen en tejido. Experimentan
una maduracion morfoldgica semejante a la de los neutrdfilos e incluso es probable que
tengan un precursor en comun con basofilos, Hay factores que promueven su
proliferacidon y diferenciacidn, ejem: factor estimulador de colonias, interleucina 5 y
factores eosinopoieticos. También muestran una respuesta quimiotactica a C5a, y a
factores producidos por células T (Gordon,1991).

La fagocitosis de eosindfilos es pobre, pero degranulan rapidamente en presencia de
factores quimiotacticos cuando se unen a los receptores de membrana para ig G e Ig E.
Forman fagolisosomas con actividad proteolitica. En los eosindfilos hay activacion
del mecanismo oxidativo con generacion de perdxido de hidrégeno y

probablemente superdxido.(Gordon,1991).

En eosindfilos hay una enzima como la mieloperoxidasa en neutrdfilos, esta enzima es la
eosinofiloperoxidasa que interactua con el péroxido de hidrégeno, ioduros y cloruros para
lisar algunos organismos como JTrichinella. Aunque la principal fuente de actividad litica
son las proteinas catidnicas que se encuentran contenidas en granulos que se liberan
durante la degranulacion y son téxicas para parasitos. Estos granulos ademas contianen

ari! sulfatasa y fosfatasa acida y no contienen lisozima.

Los eosindfilos producen grandes cantidades del factor activador de plaquetas,

leucotrienos, ejem: LTB4, LTC4 y prostaglandina E2. Su funcién principal es la actividad

proinflamatoria,anti-inflamatoria y actividad antiparasitaria(Gordon,1991).



1.6.3 Sistema fagocitico mononuclear
Las células del sistema fagocitico mononuclear incluyen promonocitos, monocilos
circulantes y macrofagos. La linea celular se origina en médula dsea como célula
progenitora para los granulocitos y monocitos-macréfagos. El tiempo de- maduracion en
meédula ¢sea desde el primer precursor monocitico a monocito maduro es de seis dias, su
vida media es de aproximadamente tres dias en humanos y cerca de 18 hrs en ratones
(Johnston,1988).
Monobtasto

El nicleo es ovoide o redondo, pero puede estar plegado,la cromatina nuclear azul claro
© purpurea esta dispersa (afiligranada) y se observan con facilidad varios nucledlos. Las
hormonas glicoproteicas participan en la diferenciacion del monoblasto a promonocito.
Promonocito
La célula mide de 14 a 18 um de diametro con abundante ciloplasma azul grisaceo puede
mostrar granulos azurdfilos finos, con mucha frecuencia, el nucleo es irregular y con una
depresion profunda y una malla fina de cromatina. Los filamentos de la cromatina son
mas gruesos que {os monoblastos.
Monocito maduro
Su tamafio oscila de 12 a 30 pm de didmetro con un promedio de 18 um, siendo las
células de mayor tamafo en sangre periférica. E! citloplasma azul griséceo esta saturado
de gréanulos finos rodeados de membrana arenisca dispersa de manera uniforme. Tiene
dos tipos de granulos, que contienen peroxidasa, fosfatasa acida y arilsullax_asa lo que
hace pensar que sus lisosomas son semejantes al de los neutrdfilos; otro tipo de granulos

no contienen fosfatasa alcalina, son heterogéneos en densidad celular, tamafo,
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morfologia y antigenos de superficie, su migracién es al azar cuando no existe

inflamacion.

Funcion Monocitos

Los monocitos circulantes atraviesan el tejido en respuesta a un estimulo fisiolégico y
patoldgico. Sus funciones son :

-Células presentadoras de antigeno y células efectoras.

-Ademas de tener receplores para . Factor estimulador de colonias para rmacréfagos,
Factor estimulador de colonias para macréfagos-granulocitos y para interleucina-2
(Espinoza,Bosco,Musso, 1995).

-En ratones y humanos los monocitos /macréfagos tienen receptores para manosa y
fucosa ., ademas de tener receptores para CD4, células productoras de IL-1 y IL-B
(Roitt,1993).

La diferenciacién de monocito a macrofago esta asociado a alteraciones en la expresidon
de moléculas de clase Il HLA-DR (Novellino,Trejo,1991) ademéas de una reduccién en la
capaciadad de generar productos dependientes de oxigeno (Abramnson, Gallini, 1990).
Macrofagos )

La transicién de monocito a macrdfago se caracteriza por un crecimiento celular
progresivo, conforme madura el macréfago pierde peroxidasa pero recupera lisosomas y
mitocondrias. El ndcleo recupera su forma redonda y los nuciedlos pueden visualizarse.
Estas células maduran en tejido y en condiciones normales no regresan a sangre, pero en
areas de inflamacién algunos pueden pasar a la linfa, llegando por Glitimo a la sangre

(Mckenzie,1991). La activacion del macréfago se da durante la infeccion por medio de
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limfocinas; los macréfagos activados muestran un incremento en la capacidad de

adherencia, incrementa la formacion de pseuddpodos, e incrementa el numero de
vesiculas activadas. Su funcién principal es atravesar la pared endotelial de los vasos

sanguineos y migrar al sitio donde se encuentra el microorganismo invasivo

{(Johnston,1988). .
tabla 1.6.3 Principales funciones de fagocilos mononucleares

Funciones principales de los fagocitos mononucleares activados:

- Actividad microbicida aumentada

- Actividad tumoricida aumentada

- Aumento de fagocitosis

- Aumento de quimiotaxis

- Aumento de pinocitosis

- Aumento del transporte de glucosa

- Aumento de la presentacion del antigeno

(Johnston,1988)

Otra funcidén importante del macrofago es su capacidad para quitar células darfiadas y
células viejas sin liberar el contenido histotoxico, como neutrofilos viejos o que sufrieron
apoptosis (SavilllHenson,1989).

Se cree que esta interaccion celular es por reconocimiento de carga y el pH que tiene el

sitio de inflamacion (Jonhston, 1588).

También pueden presentar moléculas de clase 1} del MHC en la superficie por efecto de la

interleucina 4 (Abramson, Gallini,1990).



tabla 1.6.4 Tejidos donde maduran los monocitos y macrotagos

Higado Células de Kupffer

Pulmoén Macréfagos alveolares

Cavidades seroso Macrofagos pleurales y peritoneales
Hueso Osteoclastos

Cerebro Células de la microglia

Bazo Macrofagos

Piel

Celulas de Langerhans y células de
Grandstein

No&dulos linfaticos Macrofagos de los nodulos
Pared intestinal Macréfagos de la pared intestinal
Leche materna Macrofagos de la leche

Placenta Macréfagos placentarios

Rifidn Células del Mesagio

(Johnston,1988)

Anormalidades en la funcidén de los monocitos-macréfagos
Esta disminuida en los recién nacidos, en pacientes que se les administra corticosteroides

y con terapia inmunosupresora, pacientes con diabetes mellitus, calcinados o pacientes

con SIDA.

Hay una citotoxicidad defectuosa de los monocitos en pacientes con cancer

y pacientes con el sindrome de Wiskott-Aldrich y Enfermedad Granulomatosa Cronica

{Johnston,1988).



1.7 Fagocltosis

1.7.1 Opsonizacién

En este proceso se presenta de manera favorable el microorganismo invasor para

que sea ingerido mas faclimente por el fagocito. Participan factores séricos
denominados opsoninas, estas opsoninas son de diferente naturaleza. Las
opsoninas  Incluyen anticuerpos (fundamentaimente 1gG),

componentes del
complemento y protelnas de fase agud»

Fi9.1.6.6 (Stossel, 1974).

Tabla 1.7.5 Opsoninas que participan en la fagocitosis
1Ig G1 e 1g G3

Alfa-2-globulina
C3b y C3bi Proteina C-reactiva y las coleciinas
Alfa-1-globulina ig M de raton

{Saba,1975)

1.7.2 Quimiotaxis

Es la migraciéon de los fagocitos profesionales al sitlo de inflamacion o hacia el

microorganismo invasor. Esta migracién es estimulada por los llamados factores

quimiotacticos, producidos durante e! proceso inflamatorio por la células

Involucradas.(Stossel, 1974)
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Los agentes quimlotacticos Incluyen fragmentos de proteinas que participan en el
sistema de complemento, factores derivados del sistema de clninas, sistema
fibrinolitico y otros productos derivados de leucocitos y plaquetas. Algunos
productos bacterianos son factores quimiotacticos, como el LPS (Roitt,1993). Los
mediadores son responsables de la movillzacién del leucocito, la motllidad del
fagocito hacia la célula blanco que es regulada por los receptores de membrana
plasmatica. eventos metahdlicos y In reorganizaclién del citoesqueleto; hay una
elevacién de calclo libre intracelular cuando se da la adherencia de neutrofilos.

({Petersen, Williams, Hallet, 1993).

1.7.3 Adherencia

El proceso que sigue a la opsonlzacién es la adherencla del fagocito a las céiulas
opsonizadas. El movimiento de los fagocitos se debe a la Interaccién de los
microtubulos con la membrana que controla el movimiento y la distribuclén de las
proteinas de transporte de ta membrana, los receptores de superficlie celular y las
interacciones membrana-membrana o membrana-sustrato en la adherencia
{Davidshon, 1988).

Antibléticos como la cefoxitina (cefalosporina) actia en el Ieucocito sobre los
diferentes receptores glicoproteicos en la superficle de la membrana celular corno:
Mac-1, LFA-1, p150-95, que se sabe Que son mediadores en e! mecanismo de

adherencla (Rodriguez, Barriga, 1993).
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1.7 .4 Endocltosis

Es el evento en el cual el fagocito envuelve al agente extrafio dando origen a un
fagosoma, éste se fusiona con los lisosomas para que tengan contacto con la
particula fagocitada dandose el fagolisosoma. En la tabla 1.7.6 se puede observar
receptores en macrafagos que estan Involucradas en la endocitosis.

La giicolisls provee energla para el envolvimiento, el camblo configuracional en la
proteina de polimerizacién de la actina dentro d:= los filamentus, formacidii de
pseudépodos los cuales rodean la vacuola fagocitica. El pH cambia después de la
ingestion del microorganismo, el fagosoma empieza a acidificarse. Este medio
acldo puede ser bactericida para algunos microorganismos (pheumococo), pero
también es importante para la muerte Intracelular por el sistema de perodxido de
hidrégeno.

Una vez endocitados los microorganismos se encuentran con enzimas hidroliticas
de los lisosomas o granulos cltoplasmaticos. Los granulos primarios o azuréflies
conocldos asf por que son los primeros en aparecer en la fase de maduracién de
fos neutréfilos y los granulos secundarios o especificos y- estos granulos van a ser
liberados cuando los neutréfilos estén activados (Stossel, 1974).

Los complejos Inmunes circulantes podrian interferir con la poblacién endocitica de
los fagocitos circulantes por bloqueo de receptores o por saturacién de células; no
esta claro el efecto que la deficlencla endoclitica pudlera tener en patologias como

el lupus eritematoso (Rojas, Dominguez, 1991).
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Tabla1.7.6 Receptores membranales en macréfagos involucrados en la Endocltosls

* Receptores en

Receptores para Fc

a. FcRI (para Ig G gamma 23)‘ .
b. FcRIll (para ig G gamma 1 y gamma 2b)
c. FcRH! (para Ig G gamma 3)

Receptores para componentes de Compiemento

a. CR1 (para C3b)
b. CR3 (para C3bl)

Receptores para Azucares

a. Glicoproteinas con residuos terminales de
manosa, fucosa, N-acetilglucosamina, y otros de
origen microbianc (Adams, Hamilton, 1984).

ratdén
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1.7.5 Digestién y Muerte Intracelular

En el fagolilsosoma va a haber procesos bioquimicos que tienen como fin la
destruccion del agente extrafio mediante diversos mecanismos. Los mecanismos

que se presentan dentro del fagolisosoma son de tipo oxidative y ho oxldativo:

Mecanismos Oxidativos
Mieloperoxidasa

Independientes de Mieloperoxidasa

H, O

Radicales OH™

Singulete Oz

Oxido nitrico NO

Durante la activacion de los mecanismos oxidativos hay aumento de:

a) consumo de oxigeno

b) consumo de giucosa

c) actividad del ciclo de las pentosas

d) produccién de peréxidos (Klebanoff,Rosen,1979)

Las bases bloquimicas del estallido respiratorio son por la actlvacién de la enzima

NADPH oxidasa que catallza la reducclén de un electrén del O; a expensas del
NADPH.

20, + NADPH _> 20, + NADP + H*
3 NADPH
oxidasa
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El perdéxido es producido por la reaccién del O que dismuta con otra molécula de

O2™ y es oxidado:
o + O + 2H —> H; 0O, + [«

La oxidacién de la glucosa es por la via Hexosa Monofosfato.

El incremento de NADPH durante el estallido respiratorio es por la accién de:

(a) La formacion de O2™

(b) Por el sistema dependiente de gilutation que usa NADPH para destoxificar al
H.O: que se oxida para formar agua.

2GSH + H:O2 —> GSSG + H:O
glutation peroxidasa

GSSG +  NADPH —> 2GSH + NADP
glutation reductasa -

NADPH + H.02 —> NADP + H,©O (Babior,1984).



Cada glucosa es metabollzada por la via HMP que reduce dos moléculas de NADP
a NADPH que permite formar los agentes reductores necesarios para continuar el

estallido respiratorio:

Glucosa -6-P + NADP > 6-Fosfogluconato
glucosa-6-P deshidrogenasa

6-fosfogiuconato + NADP —> Ribulosa-5-P + CO: + NADPH
6-fosfogluconato deshidrogenasa

(Bablor, 1984; Quie, 1980),
Funcién de la Mieloperoxidasa

La produccién de el haldgeno oxidado empieza a ser catallzado por ia

Mieloperoxidasa que es generada durante el estallido respiratorio:

Cr  + HO: —F» HOCI +  HO )
mieloperoxidasa
Durante este proceso se activa la oxidasa que cataliza la reaccion general:

O o+ XH, > X + HO
oxidasa
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Esta reaccién explica el aumento de la producclén de oxigeno y produccién de
peréxido de hidrégeno, al igual que otras vias como la hexosa monofosfata.

La oxidasa que reduce a! oxigeno hasta el anién superdxido, por la ayuda de la
Superodxido Dismutasa (SPD), se reduce hasta peréoxido de hidrégeno o puede
reécclcnar con peréxido ya formado dando radicales hidroxllo, los cuales son
altamente reactivos.

XH; + [«2 > <P + H+
oxidasa

O + . SDO —> H202

H + H, O, + o, —> OH™ + H,O + O

La enzima mieloperoxidasa (MPO) junto con el haluro, por medic de la hidroélisis del
perdxido incrementan su capacidad de atacar componentes cruciaies de la
replicacion bacteriana. (Qiue, 1980).

Esta activacion puede provocar la iodinaciéon de la pared celular microbiana, la
produccion de aldehidos bactericidas o el rompimiento oxidativo dev enlaces

peptidicos en las proteinas bacterianas (Qiue, 1980).



Mecanismos ne oxidativos

Tabla 1.7. 7Mecanismos no oxidativos

Ltisozima
Lactoferrina
Proteinas Catidnicas
Produccion _de NO

(Koib, 19562)

Potencial de memtrana

El potencial de membrana de las células fagociticas muestra camblos cuando las
células estan expuestas a compuestos o particulas extracelulares. Estos cambios
de potenclal transmembranal se dice que es la cascada bloquimica para producir la

quimiotaxis, fagocitosis y activacién metabolica. (Bjerkness, Sjursen, 1989).
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1.8 Alteraclones de la Fagocitosls

Leos principalies desérdenes de!l mecanismo de defensa se deben princlpaimente a
defectos en la linea celular y defectos opsotnicos (Blerkness, Bassoe, Sjorsen,
1989).

La Enfermedad Granulomatosa Crénica, caracterizada porque los leucocitos no son
capaces de generar {os productos oxldativos (Dlamond, 1989). Esta anormalldad se
asocia a un error del metabolismo y disminuye ia actlividad NADPH oxidasa
{Baehner, Nathan, 1968):

La fagocitosis se ve debilitada en las leucemlias monociticas, lupus eritematoso y
deficiencla del complejo CD11-CD18 el cual es un complejo de glicoproteinas de
adherencia a la membrana (Jonhston,1988), Sindrome Rothmund-Thomson,
asociado a neutropenia y baja respuesta quimlotactica, Sindrome de Job, Sindrome
de Chediak-Higashi y Leucemia aguda. (Ross, Rosenthal, 1887)

En algunas micosls como I|a aspergilosis, la fagociltosis puede estar

disminulda.(Dlamond, 1993)
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1.9 Técnlcas para evaluar la Fagocitosis

Cada ensayo tiene ventajas y limitaclones, y €l mejor es de acuerdo a los fines
particulares que persiga el investigador.

Reduccitn del Nitro Azul de Tetrazolio.

Baehner y Natan observaron que los neutréfilos reducen el colorante cuando se
daba el proceso de fagocitosis. Estas observaclones dleron como resultado el
desarrollo de pruebas cuantitativas y cualitativas para la reduccién del NAT, Las
pruebas de reduccién del NAT fueron introducidas en 1968 en el area de medicina
clinica. Su principio es, el colorante entra al neutréfilo pasa a través de la
membrana externa, y la fagocitosis promueve la reduccién del colorante por un
incremento de la permeabilldad de la célula resultado del metabolismo celular
(Segal, 1974).

Fundamento.- Las reacciones redox que ocurren en los PMN que estan
fagocitande, como resultado de la activaclén de la membrana por un
microorganismo que ha sido opsonizado, esta activacion de la reacciones redox es
por la activaclén de la enzima oxidasa que Incrementa el consumo de oxigeno por
medio de nucledétidos de pirimidinas, NADH y NADPH. (Baehner,1979).

La oxidasa catallsa la reaccion entre NADH formado en la via glicolitica anaerobla y
NADPH formado por la via hexosa monofosfato .

La reduccién del NAT es mediada por el singulete de oxigeno, €l cual a su vez

dependen exclusivamente de un sistema dependiente de oxigeno (Baehner,1979).



El NAT es una sal hidrosoluble de color amarillo en forma oxidada. La sal de
tetrazolio puede utliizarse cuant! y cualitativamente, el colorante reducido se puede
medir en un espectrofétometro después de su extraccldn con piridina, y st la prueba
es cualitativa se aobserva con un microscopio simple (Segai,1974).

El desarrolio del color azul en leucocitos se debe a la combinacién de NADH, el

NAT oxidado y NADH oxidasa para producir formazan (Baehner, Nathan, 1968).
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ledinacléon

La técnica de lodinaclon cuantitativa del leucocito valora la fagocltosls después de
la ingestion. La prueba se basa en ia conversién de yodo inorganico a acido
trivodoacético precipitable después de la fagocitosis. El grado de lodinaciéon de los
leucocitos que fagocitan se correlaciona con el grado de actividad microbicida de la

célula (Plncus, Seymour, Kiebanoff, 1871).

Espectrofotometria

Stossel en 1973 propone su metodologia para evaluar la fagocitosis, &l separa
fislcamente las células que ingieren particulas y ceélulas que nho Ingleren particulas,
las particulas empleadas fueron gotas de aceite con agentes emulsificantes, la
cuantificacion de aceite libre, se reallza por medio de un tinte lipoflilco y se realiza
por espectrofétometria (Rosen, Chait,1991).

Hay métodos de fagocitosis que son especlificos ya que es un ensayo para un tipo
de particula, en este caso para eritrocitos. Esta prueba de fagocitoslis la proponen
fos autores para que sea unha alternativa a realizarse en pacientes con anemta
hemolitica autolnmune y la enfermedad ABO del reclén nacido.

La técnica de cuantificaclén de fagocltosls de erltrocitos estA basada en la

oxidacién especifica del 2,7-diamonofluoreno  por la actividad de la
pseudoperoxidasa de la hemoglobina resultando la generacion det azul fluoreno con
una absorcidn de luz al espectro diferente al primer compuesto, su longitud de onda

esta entre 500 y 690 nm (Gebran, Romano, Pons, 1992).
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Naranja de Acridina

La tinclén fluorocromo de naranja de acridina Involucra células adheridas al vidrio,
permite una evolucién simplificada de los diversos aspectos de la fagocitosis de
microorganismos en una sola prueba. La tincién con naranja de acridina permite
observar la viabilidad de la célula durante el curso del ensayo, el numero de
bacterlas Ingeridas y la destrucclon de microorganismos. Esta prueba es util para
evaluar alteraclones Intrinsecas y extrinsecas de la funcién fagocitica y microbicida

de los neutrofilos (Bellinati, Melkl, Colleto, et al , 1989).

Quimioctuminiscencia

Utillza la HIberacién de energla que se da durante el estallamiento oxidativo. La
quimioluminiscencia se mide usando un fotomultiplicador en un equipo de centelleo
estandar, como la cantidad de centelleo producida durante la fagocitosis sera
dependiente de la cantidad y/o el tipo de particula ingerida y esto resuita de ta
interaccién entre agentes oxidantes y particulas Ingeridas por tanto la respuesta

esta relaclonada con la muerte microblana (Qule, 1980).

Fluorescencla

Se ha utllizado para medir la produccién de H>O> por medio de la 2°,7°,
diclorofiuorescelna la cual difunde dentro de la célula, donde los grupos acetato son
hidrolizados por las esterasas Intracelulares formando DCHF (diclorofluoresceina)

que no es fluorescente, es polar y empleza a migrar dentro de la célula. Cuando se
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expone al peréxido, se oxida a un producto altamente fluorescente, el

2°,7°,diclorofiucresceina (DCF) (Bass, Olbrantz, Szjeda, 1986).

Marcadores radioactivos
Un gran nimero de métodos de los existentes para valorar fagocitosis utlilzan

marcadores radioactivos como Uridina 3*[(H] y Cromo %'[Cr] (1985). Como las

pruebas que existen para medir la capacidad de adherencla de los neutréfilos que
evalia el papel primario de los neutréfilos en la inflamacién y la patogenicidad de

enfermedades donde los neutrdfilos tienen un papel importante (Yakuwa,lnque,

Watanabe, 1989).

Citometria de flujo
También se han realizado ensayos que utilizan cltometria de rayos laser que

permiten la Identificacién de células, ademas podemos conocer el ndmero de
levaduras ingeridas y porcentaje de levaduras muertas después de la fagocitosis.
La muestra es llevada a un fiujo de iuz en una camara, el flujo hidrodinAmicamente
orienta a la célula al centro del torrente de luz, la concentracién de ias células y el
rango del flufjo son ajustados para dar un flujo secuencial de células suficlentemente
espacladas. El rango del flujo permite medir 1000 células por segundo. En la region
de sensibilidad el rayo laser cruza las células después de ser originado de un laser
de Argon donde la luz de excitaclén puede varlar entre las longitudes de onda
. da en cada

especificas. Como el enfoque del rayo Jaser se

44



célula, la luz es dispersada, absorblda o emitlda como fluorescencia entonces una
fracclén de Iuz emitida es colectada por varios lentes opticos y son transmitides a
través de filtros por fotomultiplicadores. Los fotomuitiplicadores miden la intensidad
de la luz y la transforman en signos ¢pticos dentro de pulsos eléctricos, los cuales
son amplificados, procesados y se presentan en forma de frecuencla dimensional
(histogramas).

El método es eficlente y permite valorar un namero grande de muestras con alto
grade de precision evitando as! e! trabajo laboriosos de la observacién at

microscopio (Buschmann, Winter, 1989, Bjerkness, Bassoe, Sjursen, 1888).

Capas bacterianas

Es un método senclilo, observacional por medio de capas bacterianas en placas, en
donde se agregan las células fagociticas, que después se tiflen con Glemsa y se
observan placas blancas en lo sltlos donde se dlo la fagocitosis. El método no
necesita un manejo aséptico, nl equipo especial y es rapido (Sekl, Mural, Sakurada,

1989). .
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1.10 Inhibidores de la Fagocitosis

Hay microorganismos que pueden evadir |la fagocitosis como consecuencia de una
interaccion de algunas de sus estructuras con los fagocitos, por ejemplo:céapsulas
bacterianas, proteina A de Staphylococus, proteina M de la fimbria de Stireptococus.
Ademas de Mycoplasma y Neisseria gonorrheae que ataca a los PMN (Bjerkness,

Bassoe, Sjursen,1989).



1.11 Fagogitosis de Candida albicans

La diseminaciéon de la candidiasis se da de un 11 a un 27 % en pacientes con
leucemias agudas o pacientes con transplante de médula 6sea, provocando un 95%
de mortalidad en estos pacientes (Greenfield, 1992). Las infecciones de Candida
también se encuentran en pacientes hospitalizados Y pacientes
inmunocomprometidos. La incidencia de infeccidn parece haberse incrementado en
las ultimas ;dOS decadas y que incluso puede ser un riesgo paré individuos

sanos(Thompson, Witton,1892).

Calderone y Braun dicen que hay tres categorias de interacciones del hospedero y
Candida. La primera categoria involucra la interaccidn de receptores de
complemento CR3 con arginina - glicina acido aspéartico. La segunda involucra
proteinas de la superficie de Candida probablemente manoproteinas que interactuan
con lectinas y azucares de la membrana celular de la célula fagocitica. La tercera
categoria involucra las mananas de Candida con receptores adn no identificados en

las células del hospedero (Greenfield 1992).
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tabla 1.11.8 Mecanimos de defensa que no permiten la proliferacidn de Candida

Mecanimos de defensa que no permiten |a proliferacion de Candida

1. Barreras fisicas: piel, mucosas, superficies epiteliales y algunos factores del
tracto respiratorio.

2. Flora bacteriana y acidez gastrica.

3. Complemento.

4. Fagocitosis.

5. Células asesinas naturales.

6. Inmunidad celular por linfocitos T

(Greenfield, 1992).

1.11.1 Factores que predisponen a diversas micosis

1.-Tamaio de las formas fungicas, por ejemplo:ievaduras de 2 um para las formas
filamentosas de Coccidiodes immitis _ y sus esférulas a veces de un didmetro

mayor de 100 p m.

2.-Diversos sitios antigénicos, por ejemplo:Los hongos dimdrficos causan micosis
endémicas por inhalacion de esporas y dentro del hospedero exhibe nuevos sitios
antigénicos. Ejemplo levaduras para Histoplasma capsulatum, Blastomyces

dermatitidis, Paraccidioides brasiliensis,y esférulas de Coccidioides immitis, Hongos

monomorficos. La aspergillosis es iniciada por la inhalacién de restos de conidias y
en tejido las conidias exponen diferentes sitios antigénicos para después germinar a
hifa. Las fases de crecimiento son diferentes en el hospedero

3.-Amplia variacidn de productos fungicos: toxinas, exoenzimas y péptidos

{Diamond, 1989).
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1.11.2 Quimiotaxis

Los fagocitos son atraidos por las células fungicas al sitio de reconocimiento, el
hospedero produce factores quimiotacticos (ejem. C5a, generado por la activacion
de complemento por presencia de antigenos fuingicos, LTB4 e interleucina 8) son los
mediadores predominantes de la mobilizacion de leucocitos. La movilidad del
fagocito es regulada por la respuesta interactiva de los receptores de membrana
plasmatica, eventos metabodlicos y reorganizacion del citoesqueleto (Diamond,1993).
1.11.3 Opsonizacion

Los componentes de complemento generados por la interaccion fungica con factores
séricos, macrofagos y neutrdfilos contribuyen a la generacion de factores opsénicos
¥ quimioatrayentes para las células fagociticas. Algunas subcliases de i1gG pueden
incrementar la opsonizacidon. El ataque subsecuente a la célula blanco es mediada
por una variedad de interacciones de los receptores de las células fagociticas con
factores séricos o factores intrinsecos en la superfic'ie de células fungicas
(Diamond,1989). Los factores opsonicos predominantes involucrados en la
interaccién con células fagociticas varian de acuerdo a las fases de crecimiento o

diferenciacidn de las especies fungicas (Diamond, 1923).
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1.11.4 Endocitosis

En algunos trabajos realizados se conoce que existe un incremento en la capacidad
de los neutrdfilos para ingerir a Candida albicans debido a un incremento en el
numero de unidades de reconocimiento en los receptores neutréfilos, el incremento
es producido por antibidticos (Rodriguez, Barriga,1993).

1.11.5 Degranulacidon

Sustancias como perdxido de hidrogeno, radicales hidroxilo y acido hipocloroso y
sustancias liberadas por neutrdfilos activados que incluyen lactoferrina, lisozima,
proteinas catibnicas con actividad proteolitica (catepsina G) y defensinas peptidicas
que pueden tener actividad fungistatica o fungicida (Diamond, 1989).

Aunque especificamente para la especie de Candida, los monocitos tienen mas

capacidad para matar pseudohifas de Candida que los neutrofilos (Shuit,1979).



tabla 1.11.9

Opsoninas gue reconocen las células fagociticas en las células fungicas

Tipo de receptor

Fagocito

Sitio de
reconocimiento
en la célula

Ceélula fungica
patdgena

fungica
Lectina Monocito/ Manosa/manana | Candida spp.
macréfago
Monocito B(1.4) Conidias de
macrofago oligoglucésidos; Aspergillus spp.
N-acetil
glucosamina
PMN, Glucanas Blastoconidias

monocito/macré-
fago

de Candida
albicans vivas o
muertas.

Secuencia de PMN, Opsoninas Candida spp.
RDG monocito/macro- | séricas

fago
Fc de la IgG PMN, Opsoninas IgG Candida

monocito/macré-
fago

albicans, hifas
de Aspergillus
spp.

C3 (CR1,CR3,0
CR4)

PMN,
monocito/macro-
fago

Opsoninas C3b,
iC3b, o C3d

Blastoconidia de
Candida spp,
hifa y conidia de
Aspergillus spp.

Diamond, 1993.
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La presencia de opsoninas séricas o constituyentes de la pared celular de los
hongos estimulas la adherencia y la fagocitosis de PMN, acompafiados por la
activacién del metabolismo oxidativo y la liberacion de las enzimas lisosomales

(Hiiger, Denlay, 1980).



tabla 1.11.10 Factores funaicos que modulan el mecanismo fagocitico del hospedero

Caracteristicas de las celuias fungicas

Efectos en la fagocitosis

Hidrofobicidad de Candida albicans
Manosa, manana

Actividad de enzimas en la superficie
celular

Receptaores de complemento en
Candida albicans

Liberacién de adenosina de C.
albicans

Liberacidon de sustancias de alto peso
molecular

Liberacion de inhibidores de
complemento A fumigatus

Unién de opsoninas a la pared celular

Produccién de amonio por C. albicans

Muerte rapida de PMN

Inhibicidn del metabolismo oxidativo
en PMN

Acciones de elastasas, proteasas o
fosfolipasas incrementan 1a
destruccion de la célula hospedera
Inhibicion de! ataque dJdel fagocito e
ingestion de la célula fungica
Modula la activacidn metabdlica de
los PMN

Disminuyen la actividad
candidacida de los PMN
Disminucidn de la respuesta
quimiotactica y opsoénica
Efecto sobre la respuesta

candidacida

Forma monocloroaminas con HOCIH -
generado por PMN; y activan el
sistema de la mieloperoxidasa por
las altas concentraciones de H;O. y

prolongar la respuesta candidacida

{Diamond 1993)
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Tabla 1.11.11 Modulacion de la actividad fagocitica por cltocihas y medladores

Mediadores

Efectos sobre fagocitosis

Interferon y

Disminuye ia infeccién en pacientes con

enfermedad granulomatosa crénica

infectados con C, albicans

GM-CSF, TNFa, IL-1o., INFy en ratones

Produce inmunidad In vivo

contra C. albicans

Inoculacidn Intracerebral 1L-1
a) IL-1
b) G-CSF 0 GM-CSF

Da proteccién a desafios
Intracerebrales a ratén con

A. fumigatus o S.aurens

Células Tagociticas incubadas con:
iL-1, IL-3, Interferdon v
TNFoe, GCSF, M-CSF y

GM-CSF

Protege a ratones infectados
con Candida albicansgs, los

cuales presentan neutropenia,

{Dilamond, 1993)
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PARTE Il

2.1 Objetivos

Objetivo General : )

Adaptar 1a técnica de Reduccidn de Nitroazul de Tetrazolio (NAT) en portaobjetos, para la
determinacién de valores de referencia del porcentaje de fagocitosis e indice fagocitico y
activacion del metabolismo oxidativo en individuos sanos para su posterior comparacion

en pacientes inmunocomprometidos y politransfundidos.

Objetivos especificos:

Evaluar la relacion entre el nimero de leucocitos y los siguientes parametros: porciento

de fagocitosis, indice fagocitico y metabolismo oxidativo.

Evaluar por grupos etareos y sexo, sus parametros del porciento de fagocitosis, indice

fagocitico y metabolismo oxidativo.

Planteamiento del problema: .
Dentro del programa de Determinacién de los Valores de gefe:en—
cia de ragocitosis en individuos sanos en el BCSMR se pretende
establecer los valores de actividad fagocitica de células de -
sangre periférica, estos valores serdn de utilidad, como refe—
rencia cuando se realizen evaluaciones de esta actividad en -

pacientes hgmo(ilicos y politransfundidos.



2.2 Material y métodos

2.2.1 Reactivos bioldgicos

Maezcla de sueros

Suspension de levaduras ajustada a 10x10° lev/cél
Cepa de C. albicans

Agar Dextrosa Papa

Carbohidratos (glucosa, maltosa,sacarosa,lactosa,galactosa).

2.2.2 Reactivos Quimicos

Reactivos »~Sigma, =»Merck, *+~+Técnica Quimica
Nitro Azul de Tetrazolio+
Medio Eagle's«

Glucosa C6H1206 «»
Citrato Trisédico C6HSNa307 2H20 ==
Acido citrico =«

Fosfato de potasio (monobasico) KH2PO4«»=
Fosfato de potasio (dibasico) K2HPO4 =«
Cloruro de sodio NaCl ==
Cloruro de potasio KCi ==

Hidréxido de sodio NaOH ««

Safranina =
Azida de sodio *

Colorante de Wright *
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2.2.3 Material
Todo el material de vidrio fue marca Pyrex
Tubos de ensaye de 13x100 mm
Pipetas seroldgicas 1,2.5, y 10 m
Pipetas paster
Cajas de Petri
Pipeta para globulos btancos
Portaobjetos
Asa bacterioldgica
Mechero Bunsen
Aplicadores de madera
Gasas
Porta filtros para jeringa
Filtros milipor 0.22pum
Camara de Neubauer (Lumycite)
Centrifuga clinica (IEC HN Sil)
Balanza analitica (Sartorius)
Potenciometro (Bec_kman)
Refrigerador (Revco)
Autoclave (Amerex INstruments inc)
incubador a 37°C (Imperial i1)

Nefeldmetro (Behring)



2.2.4 Poblacion Estudiada

Se utilizaron 280 muestras de sangre del Banco Central de Sangre (BCS) del Centro
Médico "La Raza". Se incluyeron muestras de individuos que previamente se
seleccionaron para ser donadores de sangre.

El trabajo realizado fue un estudio prospectivo, transversal, descriptivo y observacional.

Los criterios de inclusidn fueron tos utilizados por {a Norma Oficial Mexicana para la
disposicion de sangre humana y sus componentes con fines terapeuticos, publicada el 18

de juiio de 1994.

Criterios de inclusidn

-Individuos con un intervalo de edad de 18 a 65 afos .

-Individuos con un peso igual o mayor a los 50 kg.

-Individuos con intervalo de tension arterial entre 180 y S0

mm Hg para la sistdlica y entre 100 y 50 para la diastélica.

-Con pulso que oscilara entre SO y 100 putlsaciones por n:\inuto‘

-Con limites normales de temperatura.

-Individuos que su intervalo de donacidén sera de dos meses.

-Con un valor de hemoglobina minimo de 13.5 g/dl en hombres y 12.5 g/dl en
mujeres.

-Individuos con un valor de hematocrito igual o mayor al 41% en hombres y el 38% en
mujeres. ’

-Individuos con un tiempo mayor de seis meses despues de su ultima transfusion.
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-Individuos que no presenten estas enfermedades :

Epilepsia

Diabetes grave

Enfermedades neoplasicas

Hepatitis
-Individuos que no tengan antecentes de :

Paludismo

Brucelosis

Hepatitis

Tuberculosis

Enfermedad de Chagas
-Individuos en los que su Ultima intervencidn quirdrgica haya sido con un tiempo mayor a
seis meses.
-individuos que no tengan extraccidn dentaria en los Jltimos tres dias.
-Aquellas parsonas que no l:an sido objeto de vacunacion contra viruela, sarampién,
fiebre amarilla, poliomelitis y parotiditis. Ademas de rube_éla y rabia.
-Los sujetos que no tengan probabilidad por sus practicas sexuales o por su exposicion a
condiciones de alto riesgo de adquirir infeccion por el virus de la inmunodeficiencia
humana o por el virus de la hepatitis.
-No homosexuales
-No heterosexuales con varios compafieros sexuales
-No ejerzan -prostitucibn

-No farmacodependientes que usan la via intravenosa



i

-No hemofilicos y politransfundidos
-Individuos con pruebas seroldgicas negativas para anti-VIH, anti-VHC, anti-HBc,

VDRL y anti-Brucelia (Buiiuel,Buriuel,1991).

Criterios de No inclusion
-Individuos que no cumplan con los requisitos mencionados anteriormente para

candidatos a donadores de sangre.

ser
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Distribucidn de la poblacion
De los 280 donadores estudiados, 51 fueron del sexo femenino (18.2%), y 279 del sexo

masculino (81.8%) (tabla 1, grafica1 ).

Por edad los donadores se clasificaron desde los 18 hasta los 60 arios, se distribuyeron
de la manera siguiente: de 18 a 23 hubo 71 donadores (25.4%); de 24 a 29, 75 donadores
(26.8%); de 30 a 35, 54 donadores (19.3%); de 36 a 41, 37 donadores (13.2%); de 42 a
47, 21 donadores (7.5%); de 48 a 53, 14 (5.0%); de 54 a 60, hubo 8 donadores (2.9%).

La edad pomedio de la poblacién fue de 31 afos, ver tabla2 y grafica 2

DISTRIBUCION POR SEXO DE DONADORES

Takla 2.1 BCS CMNR
HOMBRES 229 81 B0%

MUJERES 51 18.20%

It

Figura 2.1

51 MUJERES F

=T T e2% 39 (HOMBRES
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Tabla 2.2

DISTRIBUCION POR GRUPOS DE EDAD
EN BCS CMNR

RANGO DE FRECUENCIA FRECUENCHA PORCENTAJES  PORCENTASES
EDAD HOMBRES MUWERES
18-23 80
2420 61
30-35 43
36-41 30
42-47 18
48-53 11
[54-60 B8

0O HOMBRES

i
= MUJERES

18-23 24-29 30-35 36-41 42-47 48-53 54.60
EDAD

DONADORES

Fig. 2.2 ponadores por grupos de edad




2.2.5 Justificacion de la metodologia

La metodologia que se utilizé obtiene las células fagociticas de una manera sencilla que

permita un ensayo rapido y practico.

Se compararon muestras de sangre con EDTA y citrato; ademas de muestras de muestras
de sangre sin anticoagulante.

Los parametros evaluados para realizar esta comparacion fueron ios siguientes: porciento
de fagocitosis, indice fagocitico y numero de células adheridas al vidrio.

Las muestras de sangre se obtuvieron de donadores del Banco de Sangre de!l Instituto
Nacional de Perinatologia. Los resultados fueron los siguiente:

Muestras de sangre con anticoagulante

Promedio de ceélulas adheridas al vidrio en 0.5 ml de sangre = 183

Promedio del porciento de fagocitosis = 34
Promedio del indice fagocitico = 2.0
Muestras de sangre sin anticoagulante
Promedio de células adheridas al vidrio = 182
Promedio del porciento de fagocitosis = 71

Promedio del indice fagocitico= 1.7
Se utilizé esta metodologia que ofrecid mejores resultados en ios parametros fagociticos

ademas de que utilizaba menos tiempo y era de féacil adaptacion en cualquier laboratorio
clinico.
Se eligid la muestra de sangre sin anticoagulante gque permitid observar mejor los

parametros fagociticos porque la sangre con anticoagulante tiene un serio problema por
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la tendencia de los neutrdfilos a acumularse, esto impide la identificacion y conteo de los

neutréfilos en forma individual.

2.2.6 Metodologia

El NAT es una solucion hidrosoluble de color amarillo claro que forma azul formazan,
insoluble con la reduccion. Se efectia una prueba simple en la laminilla en la cual las
células se incuban con NAT, después las céjulas se contratifen con safranina y se
‘examinan al microscopio, se consideran positivas las células que reducen el NAT
(Pacheco, Shearer, 1994).

Se empleo 1 m! de sangre por donador de los cuales se tomaron los parametros
siguientes: sexo, edad, numero de leucocitos por mililitro, hematocrito y concentracion de
hemoglobina, los parametros fagociticos evaluados fueron porciento de fagocitosis, indice

fagocitico y reduccidn del NAT.
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2.2.8 Calculo de parameiros fagociticos:
porciento de fagocitosis = células que fagocitan

células totales

indice fagocitico =_levaduras_ingeridas
células que fagocitan

porciento de reduccion de! NAT = células gue fagocitan y reducen NAT

células que fagocitan
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2.2.9 Metodos estadisticos

Para el manejo estadistico se utilizaron medidas de tendencia central y de dispersion.
Media
x =

sk

Desviacion estandar

S = (Xi-X)
n1

S=[S= (Xi-X)
-1

Coeficiente de Variacion

C.V.= S (100)
X
Regresion lineal y correlacion

El analisis de regresion es Otil para averiguar 1a forma probable de 1a relaciéon entre las
variables y cuando se emplea este método de andlisis el objetivo final por lo general es
predecir o estimar el valor de una variable, correspondiente a un valor dado de otra

variable.

Correlacion

Se refiere a la medicidn de la intensidad de la relacion entre las variables.

r= NIXY - (EX) (SY)
INTX - (EX)] INZY — (£Y)]

(Wayne, 1977)
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3.1 Resultados

Leucocitos

El nimero de células blancas sSlo se obtuvo de 209 donadores los cuales presentaron la
distribucién siguiente: De 3.0 - 5.0 x 10° cels/ml., la frecuencia del nimero de donadores
fue de 25 (12 %); de 5.1 - 7.0 x 10° cels/ml la frecuencia fue de 118 donadores (56 %); en
el intervalo 7.1 - 8.0 x 10° cels/ml fue de 52 donadores (25 %) y en el intervalo 9.1 - 10 x
10° fue de 14 donadores (6.7 %). De la distribucion presentada se encontré que la mayor
frecuencia se obtuvo en el segundo intervalo de 5.1 - 7.0 x 106 cels/ml.

El valor promedio del numero de leucocitos del estudio fue de 5.1 x 10° cels/ml. De

acuerdo al sexo el numero de leucocitos, se distribuyé segin se muestra en la tabla 3.1y

Fig. 3.1

Hemoglobina

De las muestras analizadas se conoce que la cantidad de hemoglobina se distribuyd de la
manera siguiente: 11 - 13 g/dl, 2 donadores, (0.71 %); 13.1 - 15, 61 donadores (21.8 %);
15.1 - 17, 169 donadores, (60.4 %), 17.1 - 18, 48 donadores, (17.1 %).

La concentracidn de hemoglobina en la poblacién fue de 16 g/dl. Ver distribucion de

acuerdo al sexo en tabla 3.2y Fig 3.2.
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Indice Fagocitico

El indice fagocitico de 280 muestras se distribuyeron de la manera siguiente; en el
intervalo de 1 a 2 lev/cél, 211 donadores (75.3 %); 60 donadores en el intervalo de 2a 3
levicét, (21.4 %), y 3 a 4 lev/cél, 10 donadores (3.6 %) (tabla 3.5y Fig. 3.5).

El valor promedio de la muestra fue: IF = 1.91+0.48.

En el indice fagocitico de acuerdo al sexo encontramocs que para hombres el valor
promedio fue 1.9; desviacion estandar, Sx = 0.4; y un coeficiente de variacién, CV = 25.6.
Para los donadores de sexo femenino, el valor promedio fue 1.9; desviacién estandar de

0.4 y con coeficiente de variacién, CV = 21,

Reduccion del Nitrito Azut de Tetrazolio
Para el metabolismo oxidativo que se da durante la fagocitosis, se uso la reduccién del
NAT, con la relacién de levadura de color azul en células que fagocitaron y el namero

total de levaduras fagocitadas.
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Hematocrito

Valor de Hematocrito, que para su facilidad de manejo se realizaron los siguientes
intervalos: 39 - 44 %, 38 donadores (13.6 %), 45 - 50 %, 151 donadores (53.8 %), 51 - 56
%, 90 donadores (32.1 %), y en el ultimo intervalo de 56 - 61 %, 1 donador (0.36 %).

De la concentraciéon de hematocrito, el promedio en la poblacion fue de 48 % y la
agrupacion de los valores de hematocrito. Se pueden observar en la tabla 3.3 y Fig.
3.3.

Para valorar la actividad fagocitica se evalio la ingestion por medio del porciento de

fagocitosis e indice fagocitico y reduccion de la sal de tetrazolio (NAT).

Porciento de Fagocitosis

En el porciento de fagocitosis se realizaron los intervalos siguientes encontrandose de
esta manera: 48 - 54 %, 10 donadores (3.6 %), 55 - 61 %, 20 donadores (7.1 %); 62 - 68
%, 45 donadores (16.1 %), 69 - 75 %, 69 donadores (24.7 %); 76 - 82 %, 71 donadores
(25 %); 83 - 89 %, 39 donadores (13.9 %); 90 -96 %, 25 donadores (8.9 %); y de 97 - 100
%, 1 donador (0.4 %), tabla 3.4 y Fig. 3.4

Encontréandose en la muestra total un valor promedio de p;:srciento fagocitosis de 74.84 %.
Y en la distribucidon de fagocitosis de acuerdo al sexo se obtuvo: para hombres un valor
promedio 75 %, una desviacidn estandar Sx = 10.5, y un coeficiente de variacidén, CV =
7.1. En mujeres se encontré que el porciento de fagocitosis, 74 %, desviacion estandar ,

Sx = B.4 y un coeficiente de variacién, CV =11.3.



Se obtuvieron los siguientes resultados:

y = porciento de fagocilosis

y = indice fagocitico

x = edad x = edad
r=0.02 r=0.07
r=0 r=0

x = concentracion de leucocitos

x = concentracién de leucocitos

r=-0.06

r=0

x = hemoglobina

=-0.08

f=0.01

r=0.01

x = hematocrito

x = hematocrito

'=-0.08

r=-0.15

r=0

r=0.02

x = Indice fagocitico

x = porciento de fagocitosis

r=0.32

r=0.32

r=0.1

r=0.1
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Los 280 donadores se agruparon por bloques de edad, se obtuvo el valor promedio del
porcentaje de fagocilosis para cada bloque, los cuales fueron semejantes. Tabla 3.6 y
Fig. 3.6.

De manera semejante se realizd para el indice fagocitico observar tabla 3.7 y Fig. 3.7.



Tabla 3.1

CONCENTRACION DE LEUCOCITOS EN DONADORES
POR SEXO EN BCS CMNR
CONCENTRACION FRECUENGIA PORCENTAJE
OE LtEuCOCTTOS HOMBRES MUJERES HOMBRES MUJERES
3.1A5. 5 ‘350% 2.30%
51A7. 100 18 47.80% 8.60%
7.1A 0. 40 12 18.10% 5.70%
8.1A89 12 2 5.70% 0.96%

DONADORES

100+

90

804

704"

60+

50+

40+

MUJERES

C] HOMBRES

304

204

104

|

51A7 7.1A8

céls/ml

8.1A898

6
X 10

Concentracidn de leucocitos de donadores




Tabla 3.2

[ CONCENTRACION DE HEMOGLOBINAEN |
DONADORES BES CMNR
FRecUNCIA PomCENTAE
DE HEMOGLOBINA SomBRES WUsERES momBeES srERES
1.1 A 13 z (] 0.70% 0.00%
13.1 A 15 19 42 6.80% 15.00%
151 A17 161 8 57.50% 2.90%
17.1A 18 47 1 16.80% 0.38%
180
160
140
1204
v
& 1004
=] [ HOMBRES
g 804" 2 MUJERES
g .
604~
40
204- ]
R s Rro fgg 53
b
11.1A13 13.1A 15 15.1 A 17 17.1 A 18

concentracién de hemoglobina g/dl

Fig-

3:2

Concentracién de hemoglobina en donadores
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Tabla 3.3

DONADORES

HEMATOCRITO EN DONADORES BCS CMNR

[PORCENTASE FRECUENCIA PORCENTAJE
HEMATOCRITO HOMBRES MUJERES HOMBRES MUJERES

I0A 44 T i ED) 4.30% 9.30%
45 A 50 % 132 19 47.00% 6.80%
51 A 56 % 64 6 © 0% 2.10%
57 A1 % 1 o 2.54% 0.00%

140 .

1204

1004"

80" )

60"

O HOMBRES
B2 MUJERES

Rl [

39 A 44 45 A SO

. porcentaje de hematocrito

57 A 61

Fig.3.3

Concentracién de hematocrito en donadores
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Tabla 2.4

FPORCIENTO DE FAGOCITOSIS EN DONADORES
DEL BCS CMNR
RANGOS FRECUENGIA PORCENTAJES
% FAGOCITOSIS MUJERES HOMBRES MUJERES HOMBRES
38-54 G 10 ©.00% T 3.60%)
55.61 1 19 0.40% 6.50%
62-68 14 31 5.00% 11.10%
69-75 12 57, 4.30% 20.40%
76-82 15 58 5.20% 20.00%
83.89 7 az 2.50% 11.40%
90-96 2 23 0.70% 8.20%
97-100 o 1 0.00% 0.40%
eo
50:
8 40
o«
=1
o 30
= T MUJERES
§ 2 :
-4 = HOMBRES
10 F
HRiN= RS
o+
48. 55- 6©2- €% 78- B83- 90- 97-
54 81 68 75 82 89 96 100

PORCIENTO DE FAGOCITOSIS ¢

3.4 Porciento de fagocitosis en donadores



“Tabla 3.5

DISTRIBUCION DEL INDICE FAGOCITICO
EN LA POBLACION ENTRADA

OCE TrEcutoa PorcerTax

auoerEs siomBnEe wosEREs sonmnEs
(in & DO® 0 171 14.30% 61.10%)
Dos & Tres 11 49 3.90% 17.50%
vees & custeo 2} JQL

0.00% 360%

76

1804

160+

140+

120+

100+

DONADORES

60~

<o

20+

804"

Indice Fagocitico

TRES A CUATRO
lev/cél

00 HOMBRES
B MUJERES

Fig. 3.5 Indice fagocitico en donadores




Tabla 3.5

DISTRIBUCION DEL PORCENTAJE DE FAGOCITOSIS SEGUN LA EDAD -7 5

Flal;gg; de X de fag
18a23. 174.9.
24 a'29 740
30a35 758 e
36 a 41 75.2
42 a 47 '70.3 ‘
48 a 53" 798
54a60- 764"

WT0o0-4~000>g

100
so |”
8o ¢ .} |EODONADORES
40"
20|’
°F ¥ & % % & ¥

g & & £ E 3z 3

S

GRUPOS DE EDAD
Porciento de fagocitosis por grupos de edad



Tabla 3.9

1 fnAice fagocitico seqgun la edad

»ig.3.7 rrpmedio de



Discusién
Se pudo comprobar por los coeficlentes de corfrelacidn que no existié relacién de los

parametros fagociticos y las deméas variables. Entonces se conhsidera que ia fagocitosis no
tiene una relacidn directamente proporcional o inversamente proporclonal con las variables
analizadas. Aunque se debe considerar que todos los Individuos examinados son normales y

que consecuentemente en el presente trabajo, no se detecté ninguna varlacién fuera de

+28S.

Edad

Se sabe que las variaclones de la fagocitosis se observan princlpalmente en los extremos
de la vida, es decir recién nacidos estd comprobado en humanos y animales (trabajo
realizado en cerdos) (Zende’~- 1988). En humanos se conoce que la funcién fagocitica se
ve disminuida en los recién nacidos debido a la deformacion de los neutréfilos (Quie, 1879);
sdemas se confirma en los trabajos realizados en neonatos (Gémez, 1990).

Ya que en nuestro trabajo participaron individuos mayores de 18 afios, tenlendo la muestra
poblacional una edad promedio de 31 affos no existieron alteraciones en la fagocitosis. No

hay diferencia en cada grupc de edad comparado, es declr los vaiores del porciento de

fagocitosls e indice fagocitico son semejantes.

Concentraclén de leucocltos

Se observd que no hay relacién directa con la actividad fagocitica. Debldo a que los sujetos

de estudio no varfan su concentracién de leucocitos.

os g Dot
sﬁg; pETA  BIALIBTERS
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En diversos trabajos fagociticos se conoce la concentracién de leucocitos utiizada para
cada ensayo, mediante suspensiones de células con concentraclén blen deflnida, en nuestro

caso no se control6 de esa manera, sino que se realiz6 contando aproximadamente

dosclentas células por cada muestra.

Porclento de Fagocltosis
En la literatura revisada, los trabalns realizados por Rojas en 1987 y 1991, Zendejas en

1987. que utllilzaron una metodologia semejante mostraron un porclento de fagocitosls por
arriba de) 70 %. Rojas obtuvo un promedio de 83 + 8 %. En el trabejo reallzado por
Zendejas en indlviduos adultos de un promedio de edad de 23 a 26 affos, se encontré que
el porciento de fagocitosis fue de 77 + 2.3 %. Con una metodologia semejante Thompson y
Wilton en 1992 realizaron ensayos fagociticos en condiciones aercdblcas y anaerdbicas del

cual se obtuvo B3.2 %. Cuando se utilizaron levaduras como Candida albicans, Candida

tropicalis y Saccharomyses cervisae se obtuvo un porciento mayor del 70 % en el trabajo
realizado por Schult en 1979. Por técnica fluorescente se valoré la fagocitosis de mas de!

60 % para Candida albicans por Lyman y Walsh en 1984, Cuando Richarson y

colaboradores en 1992 valoran la fagocltosis en individuos adultes sanos obtuvieron un

porclento de fagocitosis 87.6 %.
Porcentaje de Fagocltosls por diferentes técnicas en humanos.
Rojas Zendefas Thompson Lyman Richardson Schuit

y Wiiton ¥ Walsh

83+ 8% 77 £ 2.3 % 83 % 60 % 87.6 % 70 %
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En nuestro estudio los resultados de fagocitosis fueron de 74 % - 84 % utllizando
condiclones de trabajo semejantes a las de Rojas y Zendejas en cuanto a la adherencia de
las células, la ingestién y la observacién at microscopio, aunque elios hayan utilizado otra

levadura, ademas comparando nuestro trabajo con otros en los cuales utllzaron Candida

albicans y obtuvieron valores promedio de fagocitosis por arriba de un 70 %.

Reducccion del.NItro Azul de Tetrazolio

En nuestro resultado no hubo variacion en la reduccién det NAT, pues en todas las muestras
hubo una reduccién de aproximadamente el 100 9%, éste resuitado lo atribuimos a que la
evaluaclién de la reduccién del colorante es un método observacional subjetivo aunque en
los trabajos realizados en individuos adultos por Rojas y Zendejas sl hubo una variacién del

20 % entre los dos. Rojas reporta 64 + 8 % y Zendejas un 80 + 2.1 % de reduccion del
NAT.

Indice Fagocltico

En la valoraclén del Indice fagocitico, Zendejas en 1987 reporté un 2.3 + 0.06 para

Saccharomyces cervisae en una muestra de indlviduos ac]_ultos sanos, y cuando Lyman y
Walsh en 1994 utilizaron cepas de Candida albicans obtuvieron un Indice fagocitico de 1.81
+ 0.08 pero anterformente Richardson y Smith en 1981 hablan comparado cepas virulentas

y cepas atenuadas de Candida albicans y mostraron un valor de indice fagoclitico para una

cepa virulenta 1.67 = 0.2 y par una cepa atenuada de 1.81 = 0.2,
Nuestro valor obtenido por el método empleado fue de 1.91 = 0.48 es decir de una a dos

levaduras por célula como o mencionan los autores citados, pero es importante sefialar que
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el Indice fagocitico puede variar por la concentraclén de las levaduras y el tlempo de
opsonlzacion y no asl por el tlempo de Ingestidon, como lo demostraron Richardson y
Brownlie en 1992,

Por lo que consideramos que nuestro trabajo es Utll para valorar la fagocitosls y puede ser
reproducible, ya que nuestro valor obtenido para una poblacion de individuos adultos sanos
y con los criterios de selecclon mencionados es semejante a los valores referidos por los
autores mencionados.

Se suglere que el trabajo es utll debido a que la actividad fagocitica en paclentes que
presentan cuadros de inmunodeficiencia como son los diabéticos y los paclentes con SIDA
es diferente comparado con ia de Individuos sanos, se cree que esta actlvidad se ve
incrementada, aunque existen autores que proponen que Ja actividad fagocitica en un
proceso de Infeccién se ve disminulda. Esta contradicclén puede tener diferentes causas
como son: métodos para evaluar la respuesta fagocltica, la purificacién y el estado de
activaclon de los fagocitos, el tlempo y la severidad de la infecclon.

Lo que es claro para algunos autores es que durante un proceso de infeccién hay camblos
morfolégicos en los fagocitos circulantes, especiaimente en leucocitos polifonucleares que
reflejan fundamentalmente la infecclén (Stevens, Bryant, Huffman, 1994).

Se propone que este trabajo pueda ser utlizado para comparar la actividad fagocitica de

pacientes inmunocomprometidos.




83

Conclusiones
£1 porclento de fagocitosis de los Individuos sanos en funcldén de los criterios de seleccion

fue de 74.84 % .

El Indice de fagocitico fue- de 1.6 a 2.4 levaduras ingeridas por cdélula .

La capacldad de reducir NAT fue del 100%.

La concentraclén de leucocitos no correlaclons: con el porcentaje de fagocitosis e Indice
fagocitico en Individuos sanos segtn los criterlos de seleccién.
No existid :diferencla en la actividad fagocitica en individuos sanos en un rango de edad

de 18 a 60 afios.

No Be encontrd ‘diferencia entre los paréametros fagociticos y el sexo.

La técnica es sencilia, no obstante de ser semicuantitativa nos permite obtener un valor

de referencla que nos ayude evaluar la actividad Tagocitica.

H




Superenclas

Debido a que Ia respuesta Ihmune en recién nacldos se ve disminulda es méas recomendable

vatorar la respuesta fagocitica en estos individuos para obtener un valor de referencia que

sea aplicable en estos pacientes.

Se puede utllzar ésta metodologfia para evaluar la actividad fagocitica en pacientes
hemofllicos inmunocomprometidos que asisten al BCS CMNR, que son seropositivos para

HIV en el periédo de 1987-1994 en el cual existian 34 paclentes con rango de edad de 16 a

45 anos (Jiménez Lépez, 19985).
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Glosario

NAT
PMN
ECG
MAC
CR
CR3
Icam
ELAM

Nitro Azul de Tetrazelio

Polimorfonuclear

Enfermedad Granulomatosa Crdénica

Receptores de membrana

Receptor de complemento

Receptor de complemento y molécula de adhesidn
Molécula de adhesidn intracelular

Molécula de adhesidn

Arg-Gly-Asp Arginina-glicina-aspdrtico

Factor XI Factor tromboplastinico

Factor XI1 Factor Hageman

LTB4
LTC4
PGEZ

MHC

Leucotrieno RBg
Leucotrieno Cy
Prostanglandina E2

Complejo principal de histocompatibilidaad

C3a y C5a Pragmentos de complgmeﬁto\;cn aqtiv;dad de

IL-1-IL-10 Interleucinas '~

NK
LEFA
TR
INFs.
LPS
cb,

FeR

T

Células asesinas . N
Antigenos funciocnales de_leucoé;tﬁs
células T cooperadoras . SR

Interferdn

"Lipcpclisaéarido1.
. Marcadores de superficie

oxido nitriceo

Receptores para Fo
BUridina

anafilotoxinas

i
i
|
i
]
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51[;:] Cromo radicactiveo

GCSF Factor estimulador de colonias de granulocitos

M-CSF Fa;tpz estimulador de colonias de macrdéfagos

GM~CSF f‘actor estimulador 4de colinias de macrSfagos y granulo-

citos
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