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ANTECEDENTES 

Lpidemiologia de la Infección poi VID 

La pandemia de VIHISIDA ha condicionado que el VIH (virus de inmwiodeficiencia humana) 

sea uno de los patógenos más estudiados en este siglo. Se estima que cuatro millones de adultos 

N niños han desarrollado SIDA desde el inicio de la epidemia Sin embargo, dado el omitido de 

latencia, estos datos informan de las personas que adquirieron la infección hace aproximadamente 

10 años Se calcula que para el año 2000 hahra 40 millones de infectados por VIII 

Aunque solo cerca de la mitad del total de casos de SIDA reportados han sido de países en 

desarrollo. la  Organización Mundial de la Salud (OMS) estima que más de las tres cuartas partes 

del total de casos de SIDA acumulados a la fecha han ocurrido en estos países. 2  

ais primeros casos de SIDA en México iniciaron su padecimiento en 1981 y se notificaron en 

1983 Desde este año hasta el I° de abril de 1997 se han notificado 30 970 casos de SIDA 

Puesto que en México como en la mayoria de los países existe retraso en la notificación y 

subnotiticación es necesario fumar en imana estos factores, por lo que se estima que han ocurrido 

44. 254 casos acumulados.' El análisis de las tendencias por tactor de riesgo en adultos, indica 

que la epidemia de SIDA en México presenta un patrón cada vez más heterosexual, más rural y la 

transmisión sanguínea se encuentra bajo control. Así, paso de ser una epidemia de hombres 

homosexuales y mujeres transfiindidas, a ser cada vez un padecimiento de transmisión 

heterosexual De hecho, en mujeres adultas la transmisión heterosexual corresponde actualmente 

a la mitad de todos los casos acumulados (53.2%), pero si considerarnos los casos notificados 

durante los primeros trimestres de 1991 y 1992 vemos que el porcentaje aumento de 42 0 % a 

81.4% en esta categoría„ siendo 86.2% en el cuarto trimestre de 1996 '  Estos cambios en los 

factores de riesgo de adultos se reflejan en las categorías de transmisión en niños. En los casos 

acumulados de SIDA pediatrizo las cifras para el primer trimestre son las siguientes por vía 

sanguínea 40.0% en 1992, 28.6% en 1996 y 23.5% en 1997, por transmisión perinatal 55.0% en 

1992, 71.4% en 1996 y 70 6% en 1997 Los casos acumulados a finales de este trimestre en 

menores de 15 años son 817, los que constituyen 2 63% del total de casos notificados en el país.' 
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Fistopatológra de la bilecciOn ppr VIII 

La infección por VIII en adultos es caracterizada por un largo periodo de latencia clínica. 

estimándose un promedio de 10 años, periodo que depende de la vía de adquisición. el estado 

inmune del hospedero y características del virus'.  los conceptos previos de patogenests proponian 

que una respuesta inmune efectiva del hospedero o la activación de ciertos genes del VIII ~dudan a 

este periodo de latencia vial Ahoya se sabe que la replicación mal persiste lanar:en:e a traves del 

periodo latente y connnua asi durante toda la evolución de la enfermedad" Donaste la fase inicial de la 

mfeccion los virus llegan a el tejido linfoide donde contmuan su rephemción e infectan a los linfocitos 

(D4 (linfocitos cooperadores) cuando pasan a trastes de los nódulos linfáticos 9  Debido a que una 

gran proporción del total de linfocitos del cuerpo residen en los órganos linfoides se comprende que la 

nplicacion vital persista a pesar de que no se detecta al virus en sangre Estudios de hibndacion in situ 

v el anahsis de nódulos linfáticos por necroscopia electrónica muestran que cantidades importantes del 

VIH pueden ser encomiadas en el tejido lmtbide durante la llamada fase "Imane de infección"'" Los 

Virus observados en este tejido se encuentran un:dos extracelulannente a las células deininticas 

foliculares en el como germinal del nodulo linfático Las celulas dendnticas actuan como una trampa 

manteniendo celulas infectadas en el tejido Imfoide y brindando un medio propicio donde celulas 

inmunocompetentes no infectadai; pueda: interactuar con células infectadas Este proceso tiene efectos 

taneficos y deletéreos El virus es secuestrado y puede ser eliminado por el sistema inmune del 

hospedero, pero por otra parte, provee de un medio anibiente neo en células CD4 en el cual timo' 

lugar nuevos ciclos de mfeccion "" 

La opacidad del VIII para disminuir la poblacion nomml de linfocitos CD4, directa o induectiunone. 

ha sido objeto de una investigacion minuciosa I.a apanción de alteraciones mmunologicas antes de la 

progresión clínica de VIH sugiere que el virus afecta el sistema inmune por mecanismos indirectos 

Muchas de las leonas de atopatogenicidad del VIII y de alteraciones del sistema inmune deben aun 

ser cunfiimadas. sin embargo, hallazgos recientes sugieren los siguientes mecanismos destrucción 

directa de las células por el VIII, fenómenos autoinmunes, estimulación de Imtocitos T poi 

suneranngenos, apoptosis. unión del receptor CD4 a gp120. alteración en la uueracción ('D4 con 

moleculas clase II del sistema principal de histocompatibilidad, y diversos cofactores vitales 

(citomegalovirus, herpesvirus humano tipo 6) 1I  Sin embargo, en los (damos dos silos se han producido 

unportantes cambios en el modelo conceptual de infeccion por VIII y progresión a SIDA A parto de la 
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implementacion de ensayos chnicos con inhibidores de protcasas de IIIV ha sido posible tener una 

mayor comprensión de la dinamica entre VIH y la poblacion de Mulas infectadas in vivo y de la 

imixmancia de la presión selectiva m la emergencia de mutaciones males 12  Posibles vanaciones m 

la pologincidad mire diferentes cepas de VIH debelan ser consideradas En la misma forma las bases 

galaicas para determinar si la respuesta inmune del hospedero cs efectiva o inefectiva deberá ser objeto 

de investigaron animad " 

In base a lo mencionado previamente se comprende porque el VIH suprime profwidamente la 

inmunidad mediada por células Sin embargo, las personas afectadas muestran ademas diversas 

alteraciones en otros componentes de su sistema inmune como. alteración de la inmunidad 

humoral, hipergainaglobulinem::, neutropenia, así como defectos en la función de sus células 

fagociticas. I ' Todas estas alteraciones condicionan 	una mayor susceptibilidad a infecciones 

agregadas, las cuales constituyen la causa principal de morbilidad y mortalidad en sujetos 

adultos infectados con VIII en quienes son frecuentes las infecciones por parásitos, virus, 

bacterias y hongos (/' farm'', Toroplasma Xruulu, citomegalovirus. H. influeicae. S 

Prieuntowar y ('ryptocoveus nruJiirmans)1617  14.15  

Infecciones. bacterianas en adobos Con VIII 

Contri:me la infección por VIH progresa las infecciones bacterianas desempeñan un papel mas 

preponderante dentro del espectro de sus manifestaciones clínicas la importancia de estas ha 

acentuado por cambios en Inc  factores demográficos y de riesgo de la infección por VIII, uso 

frecuente de antibióticos de amplio espectro y el aumento substancial en la sobrevida global de 

estos pacientes. 

A diferencia de las infecciones oportunistas, cuya prevalencia en poblaciones infectadas por VIH a 

menudo ;deja la ecología de dete►n►inadas áreas del mundo, las infecciones bacterianas asociadas 

con este virus tienden a tener una distribución mundial uniforme. Por ejemplo en la serie de 

Nairobi al menos 25 O/ de las infecciones asociadas con VIII fueron debidas a infecciones 

bacterianas severas.2°  Del mismo moda en los Estados Unidos y Europa, las autopsias han 

documentado infección bacteriana fatal en aproximadamente un 30% de los sujetos infectados con 

VIH/SIDA ." I" Sin embargo, en los Estados Unidos, las infecciones bacterianas tienen diferente 



incidencia entre los distintos grupos demográficos y de riesgo Su prevalencia es mayor en 

mujeres infectadas con VIII y drogadictos endovenosos, que en hombres infectados por contacto 

heterosexual. tu estudios proipectivos de drogadictos infectados con VIII. las inIcciones 

bacterianas severas, previas al diagnóstico de SIDA, se ha asociado con una mortalidad de 

aproximadamente al 25.33% de 1,1 mortalidad global del SIDA.2 ' Las infecciones bacterianas se 

han identificado también como illerteS predictores de progresion independientemente de la 

historia natural de la enfermedad y pueden de hecho, por si mismas, ser capaces de acelerar su 

evolución. 21  La asociación entre infecciones bacterianas serias e infección por VIII es tan fuerte 

que la neumonía y la bacteremia en adultos jóvenes han servido como marcadores de 

seropositividad para VIII en estudios de vigilancia poblacional.2424  

Pttogeniall las infecciones bacterianas asociadas con.1115/ 

Los factores de la infección por vIH que se considera inciden directamente sobre los mecanismos 

inmunes del hospedero que brindan protección contra las bacterias se cuentan disminución de 

Células CD4, disminución de la producción de citocinas y disminución del número de células 

fagocíticas (neutrófilos y monouucleares), debilitamiento gradual de la respuesta específica de 

anticuerpos Fslas alteraciones comprometen la competencia del hospedero para defenderse de 

mai:tú:mente todas las clases de patógenos bacterianos.1''1' 

Otros t'actores atribuibles al VIII que indirectamente predisponen a las infecciones bacterianas 

son alteración de la integridad de la piel y las mucosas por infecciones oportunistas. 

hospitalizaciones y uso frecuente de catéteres durante periodos prolongado, hipoacidez gástrica 

inducida por el VIII que puede fiiv mecer el subdesarrollo bacteriano en el tracto gastrointestinal y 

favorecer la presencia de infeccián. uso frecuente de antibióticos los cuales ejercen una presión 

selectiva sobre las floras intestinal y pulmonar normales, neutropenia inducida por infecciones o 

medicamentos, malnutrición asociada al VIII v finalmente las asociaciones fisiológicas y de 

comportamiento del uso de drogas intravenosas tales como: el cigarrillo, la higiene oral deficiente, 

la disminución del reflejo nauseoso y los métodos de utilización de drogas poco higiénicos. 

contribuyen a la incidencia de infeccion bacteriana en la población infectada por VI11.1124  1' 



illfixelocel 	Bacterianas en niños con Infeeción por  YLH 

Aunque presentan infecciones bacterianas frecuentes los adultos presentan una mayor incidencia 

de infecciones por oportunistas, mientras que, los niños con infección por VIH/SIDA presentan 

una mayor frecuencia de infecciones bacterianas tales como: bacteremia por gérmenes 

encapsulados, meningitis, neumonía, infección de vías urinarias, infección de piel y tejidos 

blandos, otitis media y gastroenteritis. 1,os primeros 52 pacientes pelatricos diagnosticados con 

VIH en el Hospital de niños de New Jersey (EUA) entre 1981 y 198i tuvieron una incidencia de 

bacteremia de 45% 2" Otros autores han reportado que la incidencia de infecciones bacterianas 

serias en niños con infección sintomática por VIII se encuentra entre 38 y 57 oro  293°  En nuestra 

población hemos encontrado que 83 % de los niños con infección sintomática por VIH 

presentaron en promedio 2. 5 infecciones durante el periodo de estudio " Sin embargo si 

tenemos en cuenta la susceptibilidad normal del niño a las infecciones bacterianas, la naturaleza 

descriptiva y retrospectiva de estos estudios solo permitieron conocer la frecuencia elevada de 

infecciones bacterianas en esta población. Principi y cols efectuaron un estudio prospectivo 

comparativo de 27 niños con infección por VIII pareados con controles innitinticompetentes y 

seguidos durante un total de 543 meses (media por niño 19.4 + II). Estos autores encontraron 

que los niños con estadios avanzados de la infección por VIII tuvieron un un número 

significativamente mis alto de infecciones que los controles sanos (86 Vs 32) confirmando las 

observaciones de los estudios previos." 1.-os factores que se han asociado con un mayor riesgo de 

infecciones bacterianas en niños con SIDA son: antecedente de infección oportunista, infección 

bacteriana por H. influenzae o S prieumoinne, u otras bacterianas piógenas y cuentas de 

linfocitos CD4 menores de 400 cel/mm.' Factores como hipergamaglobulinemia o 

manifestaciones inespecificas como *denomina y hepatoewlenomegaha no se han asociado con 

alto riesgo." La combinación de inmadurez y disfunción inniunológica condicionan una mayor 

susceptibilidad de los niños con infección por VIII a infecciones bacterianas. La destrucción de los 

linfocitos CD4 es la principal alteración que conduce a la inmunocompetencia innuinológica en 

adultos con SIDA. En niños, la linfopenia es menos común y la disfunción inmunológica no se 

explica únicamente por la depleción de células T." En pacientes pediatricos la disfunción 

inmunológica se manifiesta mas comunmente por inversión de la relación de linfocitos CD4/1:D11, 
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hpergamaglobulinenúa. y disminución de la respuesta hlastogénica de células T a mitógenos como 

fitohemaglutinina (PHA )." 	La susceptibilidad a infecciones con bacterias capsuladas en 

pacientes con infección por VIII, a pesar de que presentan hipergamaglobulinemia, se ha 

intentado explicar por alteración en las subclases de ininimoglobulinas. Church y colaboradores y 

Parkin y cok han reportado disminución de los niveles de IgG2 en sujetos con SIDA. 	Asi 

mismo, se han descrito defectos cualitativos en la respuesta humoral en adultos y niños con 

infección por VIH, " y se ha encontrado disminución de la respuesta a antígenos específicos in 

vitro e m siso. Borkowsky y asociados encontraron una discrepancia entre la respuesta humoral 

sérica y la inmunidad mediada por células a toxoides tetánico y difiérico en pacientes pediatricos 

con infección por VIH e inmunizados con los mencionados toxoides. la  respuesta mediada por 

células estuvo presente con mayor frecuencia que un nivel protector de anticuerpos." Estos 

autores consideraron que sus resultados son consistentes con la hipotésis de que la infección 

por VIII solo interfiere con la respuesta a antígenos presentados después de que la infección ha 

ocurrido, pero no interfiere seriamente con la respuesta humoral de linfocitos sensibilizados 

previo a la infección 	La relativa inmadurez inmunológica del niño al adquirír la infección por 

VIII (al nacer o in (ñero), cuando se compara con el momento en que el adulto adquiere el virus, 

podría teóricamente, comprometer la respuesta del paciente pediatrico cuando se expone a 

agentes patógenos comunes. Henrstein y cok. reportaron disminución de la respuesta humoral a 

antígenos dependientes de células '1'  (ej. polisacíridos) y antígenos independientes de células 

(el hacteriofago (DX174). Los niños con SIDA tuvieron una respuesta primaria deficiente a estos 

antígenos y no presentaron evidencia de amplificación o el cambio esperado en las subclases de 

inmunoglobulinas." Sin embargo en este articulo los autores reportan solamente n pacientes y dos 

de ellos fueron menores de 2 años de edad y no se evaluó la respuesta en niños sanos, por lo tanto 

no es posible saber con certeza si la pobre respuesta a antígenos se debe a la infección por VIII o a 

la inmadurez inmunológica normal contra antígenos polisacaridicos del niño menor de 2 años" 

Exigen diferencias significativas en la función inmune entre niños con infección por VIII que han 

presentado infecciones bacterianas graves cuando se compara con la de niños que no las han 

presentado. La respuesta de linfocitos a mitógenos es significativamente menor en niños con 

infección bacteriana comparada con la de niños sin antecedentes de infección." Ademas de las 
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abandones anteriormente mencionadas también se han reportado alteraciones cualitativas 5 

cuantitativas en los neutrofilos de adultos y niños infectados por V111. 414'. 	Dado que los 

neutiofilos desempeñan un pape! muy importante contra infecciones bacterianas, los defectos en 

estas células fagociticas podrian contribuir también a la mayor susceptibilidad a infecciones 

bacterianas y micóticas del paciente con infeccion por VIII 

1.E I1COCITOS POLIMOREONUCLEARES 

la importancia de las células fagociticas como mecanismos de defensa en infecciones bacterianas 

se conoce desde los estudios de Elle Metchnikoff hace mas de 100 años. En experimentos con 

invertebrados marinos, Metchnikoff observó que ciertas especies de hongos podían ser ingeridas y 

destruidas por células fagociticas, mientras que las que no llegaban a destruirse desencadenaban 

enfermedad diseminada y fatal. De estas observaciones se dedujo que las anormalidades de las 

celulas figodticas posiblemente :omproinetian las defensas del hospedero Un siglo más tarde se 

pudo demostrar este hecho al reconocerse entidades que se cursan con infecciones bacterianas y 

tiangicas fi►Iminantcs en casos de deficiencias cuantitativas o túncionales de los leucocitos 

polimorfonucleares.'" 

Origen y maduración délos IsleptrOfikis 

1 os leucocitos polimorfonuclea res ( PMN s ) 	derivan de las células hcinatopoyélicas 

pluripotenciales localizadas en la medula ósea. La producción y diferenciación de estas células. 

depende de los factores estimuladoras de colonias, 	(moléculas glicoproteicas producidas poi 

macrofagos y linfocitos T activados) 49  además de otras moléculas como lactofenina neutrofilica y 

piostaglandina E. que actúan 'inhibiendo la producción y secreción de factores estimuladores o 

evitando en forma directa la proliferación de las células heniatopoyéticas. 

En la especie humana. los factores estimuladores de colonias se conocen como: 1) (iM-CSt alfa 

o factor Estimulante de colonias de (iranulocitos y Mactidagos, 2) G-CSF o Factor Estimulado: 

de tiranulocitos, 3) M-CSF o Factor Estimulador de colonias de Macridagos y 4) Interleucina 3 o 

Multi-Factor Estimulado: de Colonias "' Estas glicoproteinas determinan la diferenciación del 

mieloblasto hacia las lineas monocitica o granulocitica. Cuando se diferencian hacia la serie 

10 



granulocitiea. el desarrollo y maduración de los PMNs sucede en dos etapas linitútica y no 

mitotica) con duración de una semana cada una de ellas En la primera fase, la diferenciación es 

de nneloblasto —►  promielocito ►  mielucito. en la última etapa 	aparecen los gránulos 

citoplasmaticos de los PMNs. ni la etapa no mitótica, la diferenciación es de inetannelocito —►  

neutrofilos inmaduros o en banda- s neutrofilos maduros o segmentados. " Cuando ocurre la 

maduración morfológica se producen cambios antigenicos, ennmáticos y funcionales en los 

neutrófilos segmentados " Durante la tase de promielocito. aparecen los receptores Fe. los 

cuales, son funcionales poco después. Los receptores para complemento (CR I y CR3) están 

presentes en las fases de inetamielocito y neutrófilo inmaduro. Al mismo tiempo que ocurre la 

diferenciación de los receptores Fr., la célula es capaz de fagocitar: y durante la fase de mielucito 

ya posee actividad microbicida, dada principalmente por mecanismos no oxidativos, para alcanzar 

su funcionalidad total en la fase de neutrofilo en banda, donde ya presenta mecanismos oxidativos 

v desarrolla actividad quimiotáctica. 52  

Los neutrofilos maduros, contienen un nucleo multilobulado altamente condensado, gran 

abundancia de gránulos citopltsinaticos de varios temarios que son morfológica. bioquinuca y 

fiincionalmente distintos. Los gránulos primarios corresponden a lisosomas, también llamados 

gránulos aZdrtífilOS, son peroxidasa positivos y generalmente más densos y grandes que los 

peroxidasa negativos. Contienen hidrolasas acidas y diferentes enzimas. asi como proteinas 

catinnicas con potente actividad bactericida y fungicida "  l ms gránulos secundarios o específicos 

son ricos en glicoproternas y más numerosos que los azurófilos. Contienen lisozinia, lactofenina, 

proteínas fijadoras de vitamina 8, citocromo b y receptores para quimioatrayentes como N-formil 

péptidus, CR3, latninina y componentes del complejo enrinunico que produce peróxido de 

hidrógeno 

Los gránulos terciarios se distinguen por la presencia de fosfatasa ácida, colagenaas y gelatinasa. 

algunos componentes y funciones relacionados con gránulos específicos pueden residir en 

I,a funcionalidad de los PMNs depende en gran parte de la constitución del citoesqueletu, el cual, 

como en otras células posee microtúbulos, microfilamentos y en menor proporción filamentos 

intermedios. liada la periferia del citoplasma y en los pseudopodos, se encuentran filamentos tic 
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activa y proteínas fijadoras de acida, limitando una malla. mientras que el cuerpo de la célula lo 

Manan filamentos intermedios y polimeros de tuhulina que en alguna extensión penetran en el 

citoplasma periférico l 	interacción de estas moléculas ademas de la tniosina permiten la 

contractilidad de la célula N.  otras funciones corno fagocitosis, endocitords, picnocitosis, 

movilización des acuolas. lisosimas y gránulos hacia la periferia y superficie celular " 

En ausencia de infección. el egreso de los PMNs de la médula ósea se linda a las células 

morfológicamente maduras que permanecen como reserva medular durante dos dios 

aproximadamente. hasta que factores mecánicos de maduración celular y humorales desencadenan 

la liberación de estos a la circulación," en donde tienen una vida media de 6 a 7 horas 

individuos uornuiles numero de PMNs varia de acuerdo a la edad, el corneo de neutrótilos de 

sangre periférica puede subestimar el valor real de neutrófilos en circulacion ya que la mitad a dos 

terceras partes del total pueden encontrarse como neutrófilos marginados sobre el endotelio 

vascular secuestrados en venidas o capilares. y ante situaciones de estrés. inflamación u otros 

factores, pueden liberarse y activar se para el proceso tágocitico " 

Lag_oolosis 

I a fagocitosis es un proceso que se realiza en dos etapas fijación e ingestion de la 

partícula fagocitada. Cuando ocurre invasión tisular por diversos microorganismos entre ellos 

bacterias, los PMNs localizan el proceso inflamatorio mediante los siguientes eventos adherencia 

y marginador' al endotelio vascular, migración transendotelial y quimiotaxis. la  segunda etapa. la  

lagocitosis es el proceso de ingerir partículas muertas o no, opsonizadas o siin opsonizar a traves 

de la formación de una vacuola endocitica. 

tysonización y tagpcnosis 

Algunos microorganismos y particulas inertes pueden ser ingeridos por los neutrófilos en ausencia 

de factores sericos. pero la mayoría de las bacterias deben ser cubiertas con opsouinas para que 

pueda producirse la fijación e ingestión por un neutrofilo 

La Ig(i especifica y el complemento son los principales factores opsonizantes que promueven el 

reconocimiento v la ingestión oe los microorganismos por los neutrófilos Para que la actividad 
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opsonica de la Ig(i sea adecuada requiere que la región Fc de la molécula se encuentre intacta 

I as subclases que principalinem? participan son Ig61 e Ig63 	Los anticuerpos estimulan la 

capacidad fagocitica mediante la neutralización de moléculas antifagociticas presentes en la 

superficie bacteriana (p.ej polisacarido capsular). la unión iliaca del microorganismo al neutrofilo, 

la activación de la vía clásica del complemento, la estimulación del deposito de fragmentos 

opsonizantes de C I sobre la superficie bacterina y. la activación del mecanismo de ingestión por la 

interacción de Ig6 con su recepto! en la membrana del neutrofilo. 	La activación del 

complemento por la vía alterna o clásica lleva al depósito de C3b y de C3bi sobre la superficie del 

microorganismo. Además, el depósito de Clq estimula la ingestión dependiente del receptor l'c. 

Lo la membrana del neutrófilo se encuentran receptores para IgG (FcyRI-R111), pero no para otras 

imounoglobulinas, y para C3b ICR-I) y C3bi (CR-3). " Estos receptores son bioquímica, 

topográfica y funcionalmente d;stintol FI receptor C3b además de su sitio de unión a iC3b. 

también presenta un dominio de reconocimiento de carbohidratos que puede desempeñar un papel 

en la lectinofagocitosis. Algiums datos sugieren que los receptores Fc, median la tágocitosis por 

veas dependientes de calcio. mientras que CR- I y 3 usan vías independientes de calcio.' Los 

receptores 	 son de afinidad leve a moderada y son expresados constitutivamente. 

mientras la alta afinidad de Fc„RI esta presente solo después de la estimulación celular, poi 

ejemplo por INF, 
er

No se han identificado reservas intracelidares de receptores Fc. En contraste, 

tales reservas se han descrito para CR- l y CR-3, el último claramente asociado con los gránulos 

específicos. Estos receptores se movilizan rápidamente a la superficie después de la euimulacion 

de la célula por diversos mediadores inflamatorios." 

La contribución relativa del anticuerpo y C3 en la opsonización es variable La opsonización 

óptima de patógenos encapsulados como Streptococcus pneumonine y I! ifrOluenure tipo b, 

requiere de anticuerpos anticapsulares tipo específico, los cuales fijan C3 por activación del 

complemento. Por otro lado la opsonización del estafilococo puede producirse en suero 

hiperininune con altas concentraciones de Ig(i wiicamente. En el suero normal. la  opsonizacion de 

estafilococo puede ocurrn tanto por anticuerpos como pm la activación de la vía alterna del 

complemento Estos ejemplos de interacción de microorganismos con opsoninas sericas, ietlejan la 

variedad de reacciones posibles dependiendo del microorganismo, condiciones del hospedero y 
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probablemente, de las condiciones de cultivo del microorganismo el cual puede tener influencia en 

la naturaleza de la superficie del mismo.'" 

I a ingestión es el resultado de la interacción secuencial entre los ligandos opsonizantes 

distribuidos en tonna homogénea en la superficie de la panicula y sus receptores presentes en la 

membrana del fagocito. Esta interacción inicia la polimerización de microfilamentos de activa del 

citoplasma que se encuentran por debajo del sitio de fijación de la partícula y como resultado se 

produce el flujo envolvente de la membrana celular alrededor de la particula y su inclusión dentro 

de un iigosoma 

Acontecimientos posfagociticos._ Estallido respiratorio 

La expresión de eventos posfagociticos se refiere a la generación de actividad metabólica y a la 

descarga del contenido de los gránulos que se produce durante y después de la fagocitosis Estos 

eventos inician con la fijación de microorganismos opsonivados a la membrana celular y por 

algunos mediadores solubles como' C5a, 1.113, y factor de activación de plaquetas. Las células 

fagociticas (neutrófilos, eosinófilos moitocitosimacrófagos) tienen entre sus funciones la 

fagocitosis y destrucción de los microorganismos. Estas células, cuando son estimuladas tambien 

pueden liberar agentes tóxicos hacia el exterior, con el potencial pala dañar microorganismos 

demasiado grandes para ser ingeridos, el tejido normal adyacente y células malignas I.as celular 

fagucíticas realizan estas funciones a través de una variedad de mecanismos que pueden ser 

divididos convenientemente en aquellos que son dependientes de oxigeno y aquellos que no lo 

son'" 

El oxigeno es una molécula termodinamicamente reactiva y por lo tanto puede reaccionar con la 

mayoria de los elementos y con muchas moléculas orgánicas. Sin embargo, considerando su 

cinética. el oxigeno es más bien inerte y en la mayoría de los casos requiere un catalizador para 

superar esta barrera cinetica Esta propiedad es necesaria debido a que sin la barre.] cinética la 

alta ieactividad del oxigeno podría resultar en su depleción del medio ambiente y la pérdida de 

vida anaeróbica tal como la conocemos I.a base de la cinética inerte del oxigeno es su 

configuración electrónica. En la mayoria de los casos los electrones se presentan en pares 

estabilizados por giros en dirección opuesta. Cuando este no es el caso, por ejemplo electrones 
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impares. la  molécula es un radical libre altamente reactiva En las reacciones de oxidaciou. el 

oxigeno acepta electi unes de la molecula la cual es oxidada y en el proceso se reduce .` 

ieactividad del oxigeno puede ser incrementada poi reducción o excitación II oxigeno es 

reducido finalmente a agua por la aceptación de cuatro electrones 	embargo puede ocurrir con 

la formación de intermedianos altamente reactivas por ejemplo el anión superoxido (02 ), peróxido 

de hidrogeno (H202 ) y el radical hidroxilo (01-1). La excitacion ocurre cuando la absorcion de 

energía desvia uno de los electrones impares del oxigeno a un orbital de energía mas alta con 

inversion del giro (*in) FI producto, oxigeno libre (02), puede ocurrir en dos formas. singletes 

de oxigeno delta (AN02 ) en los cuales los pares de electrones más nuevos ocupan el mismo orbital 

(con el otro orbital vicio) y singletes de oxigeno sigma (?a02) en los cuáles los dos electrones. 

1 
ahora con giros opuestos. ocupan diferentes orbitales - • 

,7 
 

Un rasgo caracteristico de los neutrófilos es su respuesta a la estimulación con un marcado 

incremento en el consumo de oxigeno. Lstudios iniciales indicaron que el estallido respiratorio de 

los neutróllos no era necesario para la generación de la energía metabólica requerida para la 

tágocitosis. Sin embargo, 	el estallido respiratorio parece ser requerido para la actividad 

microbicida óptima como se evidencia por la disminución (pero no pérdida) de la actividad 

microbicida con la exposición de neonatos a condiciones hipóxicas  " y poi la asociación de un 

defecto microbicida con la ausencia de el estallido respiratorio en los leucocitos de pacientes 1:0.11 

enfermedad granulomatosa crónica. (E0(:)' 

F.I término estallido respiratorio se refiere a un importante y.  abrupto cambio en el metabolismo del 

oxígeno que ocurre cuando los fagocito% son estimulados y esta formado por una serie de 

reacciones entimaticas mediante las cuales los fagocitos estimulados convierten oxigeno en 

diversos metabolitos activos críticos para la actividad bactericida Otras reacciones que incluyen 

quimioluminiscenia, sudación de proteínas, renovación de lipidos y fijación y degradación de 

algunas hormonas también son incrementadas durante la figocitosis. 

Inmediatamente después de su estimulación, las células fagociticas desencadenan una serie de 

eventos que incluyeu a) consumo de oxígeno, b) producción de superoxido. 	produccion de 

peróxido de hidrógeno. d) ewiniulación del flujo de glucosa a trav.es de l vía hexosa-

monofosfato. c) incremento en la produccoón de metabolitos de oxigeno como anión superoxido 



(02 ) radical hidroxilo (OH), singletes de oxígeno (02 ) y peróxido de hidrogeno (11202) y d) 

incremento en la fijación de hoiuws a lonas o iodinacion. 

a) Incremtmy  en el  lonsigno de oxigeno Los neutrófilos en reposo consumen poco oxigeno y su 

energía la obtienen de la glicólisis anaerobica El estallido respiratorio de los neutrófilos no es 

necesano para la generación de energía metabólica requerida durante la fagocitosis, más bien 

ocurre para una óptima actividad microbicida apoyado esto en la observación de que la actividad 

microbicida disminuye cuando los neutrófilos son expuestos a condiciones de hipoxia.'" Durante la 

ingestión de partículas, la captación de 02  se incrementa importantemente sobre los valores 

basales. FI incremento en la captación de oxigeno no se afecta por la exposición de las células a 

cianuro, lo cual indica que el estallido respiratorio no se debe al metabolismo mitocondriat El 

principal papel del consumo de oxigeno es proveer suficiente substrato para la formación de 

metabolitos de oxigeno que trenca ac:ion microbicida l.a determinacion del consumo de oxigeno 

de los PMNs durante el proceso fagocítico constituye por tanto una forma de evaluar la capacidad 

microbicida oxidativa de los PMNs 

Consuno de glucosa vía.. hexosa-nionofosfatT I.a estimulación de los tigocitos también se 

asocia a un incremento en la oxidación de la glucosa vía hexosii-inonolbsfato. que es hasta diez 

veces mayor que la producida por el ciclo de Krebs. 12.1 primer carbono de glucosa es oxidado a 

CO2  con glucosa o-fostito por acción einsinuítica. El fosfato de nicotinamida adeuin dinucleotido 

(NADP) sirve como aceptor de electrones y dos moles de NADPH (forma reducida), se producen 

por cada mol de glucosa o fosfato oxidada. Durante la fagocitosis. una forma en la cual la 

oxidacion del NADPH ocurre es a través del incremento de la actividad de una tlavoproteina 

oxidasa que requiere del NAI 	corno substrato I a oxidación del NADPH por esta oxidasa da 

lugar a la formación de superoxido (02"), por la reducción de un electrón del oxigeno molecular 

Un segundo mecanismo por el cual NADP puede ser generado durante el estallido respiratorio es 

a través del catabolismo del peróxdo de hidrogeno (H202 ), compuesto que es formado en 

cantidades importantes durante la ingestión de partículas o por la activación de células a través de 

otros estímulos.  

c) Produecióil  de metaholitos de oxigeno Como respuesta a la estimulación de los fagocitos se 

activa un sistema de transporte de electrones transmembrana en el cual un nucleótido de piridina 

lo 



(predominantemente NADP o NADPH) reduce oxigeno y.  dan lugar a la formacion de metabolitos 

de oxigeno Aunque algunos sistemas enátniticos pueden catalizar la formación de anión 

superoxido a partir de tl, durante el estallido respiratorio, la NADPH-OXIDASA es la principal 

enzima implicada en esta reaccion. Algunos autores postulan que el mecanismo de activación 

enzimatica se lleva a cabo a través de una proteína cinasa C (PK-C), despues de una serie de 

eventos que se desencadenan al interaccionar ligando-receptor, u ocurrir a través de ácido 

araquidonico independientemente de la fosforilación.u'll  Dentro de la vacuola fagocitica y 

utilizando NADPH corno substrato, la NADPH•OXIDASA cataliza la reacción 

2 02 NADPI I 	—►  2 02' * NADP t II* 

Aunque una parte del superoxido producido se ibera al espacio extracelular, la mayor cantidad de 

0: se convierte rápidamente en H202  mediante dismutación. Fste fenómeno puede ocurrir en 

forma espontánea como consecuencia del p11 ácido encontrado en el fagosoma. siendo de gran 

importancia para la función inicrohicida de los PMNs, o bien el 02  producido puede escaparse de 

la yacuola fagocítica hacia el eitaplosma y reducirse a H202  por la enátna superóxido dismutasa 

(SOD). reacción que es tóxica a la célula 

2 0.2  + 2 li•  -►  H202 • 02 

Como mecanismo de protección ante estos metabolitos. un sistema dependiente de glutatión 

activa y se produce la conversion del peiú‘ido de hidrógeno donde participan las mimas 

glutation peroxidasa y reductasa 

GSH (glutatión reducido) 

H202  • NADPH 	►  H20 • NADP • 

Glur»lión peroxidasa 

Al mismo tiempo que se llevan a cabo las reacciones donde participan anión superoxido y 

peróxido de hidrógeno, se producen otros compuestos oxidantes microbicidas como lialuros 

oxidados y radicales hidroxilo. 



Los haluros oxidados son potentes agentes microbicidas. Estos agentes se producen en los 

fagocitos mediante reacciones catalizadas poi una peroxidasa, en donde el H2O?  es utilizado para 

oxidar tanto CU como Br al correspondiente acido hipolialoso 

1120/  X (Cl O Eh' 1. 	  ► liOX + OH' 

Peroxidasa 

En los neutrófilos y inonocitos, el CV es el substrato fisiológico y la reacción es catahzada pm la 

mieloperoxidasa. una enzima con un grupo prostético semejante al kern y que se encuentra 

presente en altas concentraciones en los gránulos de estas células En los tejidos, HOC1 reacciona 

con *minas del medio para formar cloraminas que también tienen propiedades microbicidas como 

NH2CI.. 

110("1. + »ab 	—>RNI1CL + H20 

Además de la oxidación de haluros, los radicales formados tienen extraordinaria fuerza oxidante y 

son los responsables del daño tisular en los sistemas biológicos. El principal radical es 011-  y se 

produce en la reacción "canalizada por metales" y descrita por Haber Weiss en donde el Fe 	es 

reducido a Fe.' por el O I y +!•,spués reoxidado a Fe 	por el 1120, con la consecuente 

producción de OH- 

Fe4— 	02 ►  Fe 	02  

Fe 	 H2O, - 	 OH-  OH 

La ira poi la cual se obtiene hierro para esta reacción es a través de su liberación de la territina 

que ocurre cuando se expone a 02- 71  

Durante esta misma reacción, un compuesto muy inestable y de alta energía, el stnalete de 

oxigeno, también es producido a partir de la interacción de el ióu hipolialito con el H2O., 
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0C1.- 	 - ►  02 	HA) CE- 

y de la rápida disinutación egiontanea del superóxido 

O: 	0? 	--a HA 

Montos de n'edil:inri del estallido respiratorio 

1.os pasos del metabolismo oxidativo de los PMNs pueden ser evaluados por diferentes métodos. 

La determinación de anión superóxido se realiza mediante la reducción de ferrocitocromo C a la 

fonna fCITOS3. El peróxido de hidrógeno puede detectarse por su reacción con peroxidasa o por la 

oxidacion de donadores de hidrogeno, en este Ultimo caso puede utilizarse la oxidación de rojo 

foto' para medir el 1120:.'' Méwdos ampliamente utilizados y que evaluan en conjunto el estallido 

respiratorio son quimioluminiscencia y reducción del colorante nitroazul de tetrazolio 

Quitnicktóiniscencia. Los neutrófilos estimulados por el contacto con diversos agentes que 

perturban la membrana celular emiten en forma abrupta energía luminosa (quintioluminiscencia). 

Se considera que el fenómeno luminiscente es secundario a la generación de las diversas especies 

oxidativas electronicameute exitadas (02-. “202, 02), aunque no hay unanimidad en cuanto a la 

especie que principlamente produce el fenómeno 7"' Se ha postulado que durante las reacciones 

donde el singlete de oxigeno y sus productos de oxidación pasan al estado de reposo se libera 

energía en terma de fotones y se capta una característica fluorescencia o quimioluminiscencia que 

puede ser medible Rajo condiciones de anaerobiusis. en pacientes con LEC o en deficiencias o 

alteraciones de la enzima mieloperoxidasa (MPO), no ocurre el fenómeno luminiscente. Estos 

hallazgos indican que la quimioluminiscencia es dependiente de la disponibilidad de 02. la 

actividad de la oxidara inicial para la formación de Oz-, 11202 y la actividad de la MPO.'" 

La respuesta quimioluminiscente en los granulocitos puede ser magnificada con substratos 

secundarios como luminol (5-amino-2,3 dihydro- 1.4- ftalazinediona) y lucigenina ( 10,1 0'-dinietil-

9-9' dinitrato de hiacridina). Ambos se utilizan para medir diferentes eventos metabólicos dentro 

del PMN I a respuesta amplificada por luminol refleja principalmente la actividad de la MPO 
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Cuando dicho substrato es oxidado, se origina el anión anrinolialato que es inestable. el cual al 

pasar al estado de reposo emite luz corno mecanismo de pérdida de energía, magnificando de esta 

tonna la luminiscencia I.a quinnoluminiscencia amplificada por lueigenina mide la oxigenación 

asociada a la oxidasa.'" 

FI análisis de quinnoluminiscencia originalmente se desarrollo para examinar el estallido 

respiratorio celular. la producción de radicales oxidantes y la generación de otros agentes cuya 

función es eliminar los patógenos microbianos. Numerosos estudios han utilizado la 

quintiohnninisceucia para evaluar los primeros cambios que ocurren en los granulocitos durante 

los procesos infecciosos y otros procesos patológicos. Algunos estudios han sugerido que los 

receptores de la superficie celular y los productos del metabolismo oxidativo de los granulocitos 

pueden reflejar el estado funcional de la célula. Diferentes estímulos pueden seleccionarse para 

discriminar los eventos relacionados con receptores de los que no requieren de estos para 

desencadenar el metabolismo oxidativo de la célula. Inmunoglobulinas y complemento opsonizan 

partículas y mediante receptores Fc y CR desencadenan la respuesta fagot:dice y actividad 

metabólica celular. En contraste, estímulos solubles como PMA (forbol-miristato•acetato) no 

requieren de receptores para que ocurra degranulación y estallido respiratorio. De esta forma de 

acuerdo a los estímulos utilizados, indirectamente pueden inferirse las condiciones de expresión de 

receptores. Las aplicaciones clínicas del análisis de quimioluminiscencia de los fagocitos son 

diversas y es una metodología sensible en la medición de la capacidad fagocitica y de la integridad 

del metabolismo oxidativo celular.'' 

Reducción  del colorante nitroazul de tetrambo (NUT). El colorante NBT en su forma oxidada es 

amarillo y funciona como aceptor de electrones de diversos donadores Al reducirse el NBT, se 

forma un precipitado azul denominado formazán el cual es insoluble, Normalmente, un pequeño 

porcentaje de granulocitos obtenidos de sangre periférica pueden reducir en forma espontánea el 

colorante, pero ante condiciones o estímulos que descencadenen el estallido respiratorio, más del 

80% de los PMNs pueden reducir el NBT En la célula intacta. la reducción del colorante se lleva 

a cabo en su superficie y en los fagosomas y puede ser inhibida por la SOD la cual es un marcador 

de la producción de superóxido y por lo tanto dependiente de todos los factores que regulen la 
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formación de este compuesto La reducción de NliT es un método para evaluar la actividad 

oxidativa de las células fagocíticas." 

Agtvidad  Microbicida 

Cuando las partículas unidas a la superficie de los fagocitos son ingeridas y se ha limitado el 

fagosoma. se  sueltan mecanismos para la destrucción de partículas o microorganismos dentro de 

los cuales destacan 	I) fisión del fagosoma a los gránulos citoplasmáticos y la subsecuente 

descarga del contenido de los gránulos al fagosoma, proceso denominado degranulación, y 2) la 

generación de productos derivados de la reducción del oxígeno que son altamente tóxicos, 

proceso llamado estallido respiratorio. La muerte y digestión de partículas o microorganismos 

depende de estos mecanismos 

Pearandscilt. 

Todas las células fagociticas implicadas en la muerte de microorganismos contienen enzimas 

hidrolíticas y otras proteínas Inicrobicidas dentro de vesículas limitadas pm membrana 

denominadas lisosomas. Como pa se ha mencionado, durante el proceso de maduración del PIAN 

aparecen los gránulos primarios o azurofilus en el estadio promielocitico y los gránulos 

secundarios o específicos en el inielocrtico. El contenido de estos gránulos se ha estudiado 

extensamente mediante técnicas hiqoquímicas y bioquímicas. Se ha definido la secuencia por la 

cual ocurre la degranulación y se ha demostrado que durante la fagocitosis de partículas, la fusión 

de los gránulos específicos con la membrana !damnifica y la consecuente descarga de su contenido 

al líquido extracelular (exocitosis), precede a la fusión de la membrana con los gránulos primarios: 

situación que permite proponer que los gránulos específicos estén adaptados unicantente para 

fruiciones secretoras, ya que posterior a la acción de determinados estímulos los gránulos 

específicos pueden fusionarse con la membrana en ausencia de fusión con los lisosomas 

primarios." Además, los gránulo,: secundarios, a través de su fusión con la membrana plasmática 

contribuyen al recambio tanto de receptores como de la misma membrana. interviniendo de esta 

forma en la regulación de los fenómenos de agregación, migración y estallido respiratorio. Los 

granulos primarios, a través de su fisión con los fagosornas (fusión fagolisosómica), intervienen 
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principalmente ell los mecanismos microbicidas intracelulares de los PMNs. 	Los mecanismos 

microhicidas de los PMNs pueden ser divididos de acuerdo a su dependencia de oxigeno en: 

oxidativos y no oxidativos 

INFI'(('ION POR VIII Y LLLJCOCITOS POLIMORFONUCLEARES 

En 1988 Murphy y cols., evaluaron la integridad funcional de los neutrófilos en adultos con SIDA 

determinando la capacidad bactericida y la producción de superóxido. Con respecto a la 

capacidad bactericida, estos autores encontraron que la sobrevida de S aureus después de 90 

minutos de incubación con neutrófilos de 11 pacientes fue significativamente mas grande cuando 

se comparo con 14 controles sanos. (32.5 • 3.86 vs 13.81 	1.39 P-,.001). Por el contrario, la 

producción de superóxido fue mayor en los neutrófilos de los pacientes con SIDA que en los 

controles. Aunque estos autores demostraron disminución en la capacidad bactericida de los 

PMNs de adultos con SIDA para matar S. aureus in vitro, concluyeron que esta alteración no 

podía explicarse por los defectos en la producción de substancias antimicrobianas dependientes de 

óxigeno.4' 

Poi otra parte, al evaluar la producción de superoxido (01) por los neutrófilos de 71 pacientes con 

infección por VIII en diferentes estadios de la enfermedad, se encontró que la producción in-vitro de 

estuvo significativamente disminuida en los pacientes con infección por VIII cuando se comparo 

con la de neutrófilos de controles sanos, tanto en reposo como después de la estimulación. El grado de 

afectacion en la producción de 02-  fue mas pronunciado en pacientes que tenían cuentas bajas de 

linfocitos CD4 Aunque en este estudio no se evaluó la actividad microbicida de los PMNs, los 

autores proponen que los trastornos en el metabolismo oxidativo de estas células pueden contlibuii a la 

mayor susceptibilidad de estos pacientes a infecciones bacterianas serias e infecciones poi algunos 

gérmenes oportunistas " 

Al evaluar la fiutción de neutrófilos de 6 pacientes con SIDA y Sarcoma de Kaposi. (SK) en 22 

pacientes con complejo relacionado al SIDA (CRS) y en 29 controles sanos, se encontró una 

disminución significativa en la quimiotaxis de los neutrófilos de los pacientes con CRS comparada con 

la de los pacientes con SIDA, SK o controles sanos En este mismo estudio los sueros de pacientes con 

SIDA, SK y con CRS inhibieron. significativamente, la quimiotaxis de los neutrófilos de controles 
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sanos. el calentamiento del suero suprimió el efecto inhibitorio Resultados similares se encontraron ("ti 

la capacidad microbicida sobre ('andado albacara por los PMN de los pacientes evaluados '2'1'1 ' liste 

estudio encontró defectos en la linición de los neutrófilos y sugiere que estos pueden ser debidos, en 

pone, a factores sericos. 

Además de su actividad fagocitica, los neutr ófilos tienen actividad antiviral siendo la principal la 

actividad citotóxica dependiente de anticuerpos (ACDA). lin un estudio en que se comparó esta 

actividad en células PMNs mononucleares de niños con infección por VIII con la de células'  e 

adultos infectados, adultos sanos > niños sanos de edad similar, se encontró que las células de 

niños VIII positivos incubadas con ininwmglobulina hiperinnione contra VIH tuvieron ACDA 

significativamente menor que la de los niños sanos La ACDC de mononucleares de adultos sanos 

en presencia del plasma de niños con VIII lúe significativamente menor que la de las mismas 

células en presencia del plasma de adultos VIH positivos sintomáticos y asintomáticos. Estos 

experimentos evidenciaron que el defecto de la ACDA en PMNs de niños con infección por VIII 

es debida tanto a defectos de las células fagocíticas como a alteraciones en el plasma de estos 

pacientes. '52)  

Los neutrófilos son un factor importante en los mecanismos de defensa del hospedero coima 

aspergillosis. Los individuos afectados por VIH pueden adquirir aspergillosis invasiva sin presentan 

otros factores de riesgo como ncutropenia o tratamiento con corticoesteroides. Ruilides y cols 

evaluaron la actividad antitüngica de PMNs vs Aspergillus Jim:gano en 31 niños con infección 

por VIII (15 con linfocitos C1)4 ajustadas por edad 25% y Id con CI)4 < de 25 %) y se 

comparó con la actividad de PMNs de controles sanos La actividad microbicida no se encontró 

afectada en los niños VIII positivos con CD4 de 25 %), por el contrario, en los lb niños con 

linfocitos CM de 25 ito se encontró una disminución significativa de su actividad fungicida. 

Cuando los PMNs de los controles fueron incubados con el suero de los niños infectados poi VIII 

se observo una supresión de la actividad antifiingica Sin embargo, la incubación con las proteínas 

iecombinantes de VIII gp 120, gp4l y P24 no inhibieron la respuesta. Estos resultados sugieren la 

presencia de factores inhibitorios de la función fagocitica de PMNs en el suero de personas con 

infección por VIII y cuentas bajas de CD4. 
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Aunque el hallazgo característico de la infección por VIH- 1 es la depleciim de los linfocitos C111, 

concomitantemente se presenta una amplia gama de alteraciones en la función inmune de diversas 

células como se evidencia en los estudios mencionados previamente En algunos casos estos 

defectos son debidos a afectación directa de la célula, mientras que otios son probablemente 

secundarios a factores sericus 

Debido a que el neutrófilo es la célula efectoia primaria en las defensas del hospedero contra 

bacterias y ciertas infecciones por hongos, decidimos ruina] la fimción de estas células 

retándolas in vitro con H. rtrIluenrae tipo b, una de las bacterias que suelen ocasional 

infecciones graves, -pero potencialmente prevenibles por inmunización- en pacientes pechatricos 

con infección por VIH, 	" Nuestro propósito lile obtener un mayor conocimiento de los 

mecanismos involucrados en la susceptibilidad de estos niños a infecciones bacterianas. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Como consecuencia de las alteraciones en su función inmune, los niños con infeccion por VIII 

presentan una mayor susceptibilidad a infecciones bacterianas Diversos autores han postulado 

que las alteraciones en la función de las células tagociticas pueden contribuir a este incremento en 

susceptibilidad. Sin embargo. los mecanismos mediante los cuales el VIII electa las células 

tagociticas no han sido completamente determinados. Comparada con la importancia de los 

mononucleares en el control de las infecciones virales el PMN tiene un papel determinante en la 

respuesta inmune a la invasión del hospedero por bacterias y hongos. Por lo tanto las alteraciones 

inducidas en los PMNs por VIH pudiesen conducir a deprimir su actividad fagocitica 

I.a eliminación de microorganismos causantes de infección. requiere de una adecuada ¡Unción de 

las células fagociticas, en cada uno de los eventos que se desarrollan durante el proceso de 

fagocitosis. Debido a que los gérmenes encapsulados ocasionan infecciones frecuentes en estos 

niños consideramos que la utilización de una bacteria de importancia clínica como H influricae 

tipo h nos pennitira tener un meroi conocimiento de la función de los PMNs en niños con SIDA, 

además de determinar cual es el efecto del suero de estos niños en la función de estas células. 
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PROBLEMA GENERA!. 

visten diferencias en la actividad fagocitica y microbicida de polimorfonueleares de niños con SII)A 

al compara► la con la de pohmorMnucleares de niños sanos retados ni vitro con II. influenule tipo h 

opsouizado con diferentes sueros? 

HIPOTESIS GENERAL 

1.41 actividad lagocitica y microbicida de polimorfonucleares de niños con SIDA es, menor a la de 

polimorfonucleares de niños sanos retados in vitro con N. Ofluenzae tipo h opsonizado con diferentes 

sueros 



OBJETI VO GENERAL. 

Comparar la actividad fagocitica y microbicida de polimorfonucleares de niños con SIDA y de 

niños sanos retados in vitro con /1. iliflUel/We tipo b opsonizado con diferentes sueros. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

I - Compartir la actividad fagocitica y microbicida de polintorfonucleares de niños con SIDA y de niños 

sanos tetados in vitro con 1/. influenza(' tipo b opsonizado con suero hipogantaglobulinemico 

2.- Comparar la actividad fagocitica y microbicida de polimorfonucleares de niños con SIDA y de niños 

Sallos retados in vitro con II ipfluenwe tipo b opsonizado con alelo Iiiperinmune contra I lib 

1- Comparar la actividad fagodtica y microbicida de polimorfonucleares de niños con SIDA y de niños 

sanos retados in vitro con //. uffluenzar tipo b opsonizado con suero de niños con SIDA 
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MATERIAL Y METODO 

Población ge_ Fstudiry En el presente estudio se evaluaron PMN de niños con diagnóstico de 

infección por HIV que acudieron a la Clínica de Inmunodeficiencias (CI.INDI) del Hospital 

Infantil de México Federico Gómez en el periodo de enero a septiembre de 1995. El proyecto se 

sometió y fue aprobado por el Comité de Investigación y Etica de la Institución con el registro 

111bl/94/004 Se incluyeron niños de 3 meses a 13 años de edad, de ambos sexos. Todos los 
xs  

pacientes cumplieron los criterios de los CIX' para la definición m  de caso de SIDA en nos y la 

infección por VIH se corroboró por !lisa y Western blot en mayores de 18 meses y en menores 

de esta edad por medio de cultivo, identificación de Ag p24 o reacción en cadena con 

polimerasa." 

Todos los pacientes tuvieron evidencia de inmunosupresión severa (<15% CD4) de acuerdo a la 

nueva clasificación de los CDC para infección por VIII en niñof y no presentaban evidencia de 

infección secwidaria en el momento de entrar al estudio o en los 15 dias previos. 'nidos se 

encontraban recibiendo terapia antirretroviral y profilaxis con trimetoprim sulfimetoxasol para P. 

cyhtui. Se obtuve) consentitniento escrito del padre o tutor para que el niriu participará en el 

estudio. Se excluyeron niños que presentaban alguna de las siguientes condiciones pacientes que 

se encontraban recibiendo inmunomoduladores (Interferon, factor estimulante de colonias, 

inmunoglobulina IV), leucopenia (. de 2 500) y pacientes que habían recibido previamente vacuna 

conjugada de H. Influetea tipo b 

Las muestras de sangre de les suitrolcs se obtuvieron de niños que se encontraban programados 

para cirugia electiva con edad de 3 meses a 13 años, de ambos sexos y con consentimiento escrito 

del padre o tutor.. 

Se realizaron ensayos preliminares utilizando PMNs de adultos voluntarios "sanos" con el 

propósito de adiestrarse en las técnicas de separación de células, manejo de equipo de laboratorio 

y de instrumentos de medición y estandarización de los ensayos. De igual forma se realizaron 

experimentos repetidos de quimioluminiscencia y de capacidad bactericida para determinar la 

relación célula bacteria más adecuada para la realización de los experimentos, encontrándose que 

la relación 200: I fue la mas adecuada. (gratica I ) 

Se utilizó una cepa ATCC 33533 de linemophdus influenzac tipo h (Hib). La bacteria se conservó 

en leche semidescreinada a -73"C, a partir de esta se realizaron siembras en agar chocolate 

enriquecido con factores de crecimiento X y V Para determinar la fase logarítmica tardía de 

crecimiento de la bacteria, (gráfica 2) se tomaron 5 unidades toreadoras de colonias y se 



colocaron en 20 ml de medio 1311I I Brain (lean lnfusion) adicionado de factor de crecimiento al 

2%, se incubaron a 370(' en un ambiente de CO2 al 5%. Se tomaron alicuotas para realizar la 

medición de la absorbancia cada 4 horas en un espectofotómetro marca Becktnan modelo 26 a una 

longitud de onda de 115 nto. una vez que se encontró la fase logarítmica tardia de crecimiento de 

la bacteria. en promedio a las 18 hrs (absorbancia de O 533) se realizaron diluciones del medio de 

cultivo para determinar el numero de unidades formadores de colonias que correspondía a esa 

absorbancia FI cálculo del numero de bacterias se efectuó con la siguiente fórmula 

número de utc X factor de dilución 

Unidades formadores de colonias (ufc) 

0.01 

Pata la realización de cada experimento se colocó la bacteria en medio de cultivo de la forma 

previamente descrita y después de 18 horas se ajustó a una absorbancia de 0.533 tun (2.7 X1OK 

bacterias/mi). Se centrifugó a 6 000 RPM por 10 minutos a 4oC, se tiró el sobrenadante y se 

realizaron dos lavados más con solución fisiológica al 0.0%, finalmente la bacteria se suspendió en 

solución balanceada de l lank's con pH de 7 2 I a opsonización de la bacteria se efectuó con 

distintos sueros al 10%, suero humano hipogamaglobulinémico, suero AB hiperinmune contra 

Ilib (48.30 ogittil de anticuerpos anti-PRP-anexo 1-), y suero de los niños con SIDA. Para 

opsonizar la bacteria, esta se colocó en tubos para microcentrthiga (eppendorlt) con los distintos 

sueros a 37"C por 30 minutos. 

ObIenlión de Leucocitos PMNs: 

Los leucocitos PMNs fueron uhr.mnbis de sangre venosa periférica de los niños con SIDA y de los 

controles sanos. Se extrajeron 5 nd de sangre en jeringas desechables, esteriles, se utilizo como 

anticoagulante 10U de heparina (Heparth-1000, 20th Century Chemical de México, S A de C V ) 

por cada mililitro de sangre. 

La separación se realizó siguiendo la metodología de I3oyum modificada, que permite la 

separación de PMNs de mononucleares mediante un gradiente de densidad y centrifugación. y de 

los eritrocitos mediante lisis hipotónica 	La sangre heparinizada se colocó en tubos de 

poliestireno y se diluyó volumen a volumen con solución salina al 0.85%. pH 7.2 Ln la base del 

tubo, se colocaron 2 ml de Ficoll-hypaque. con una densidad de 1.077 Se centrifitgó durante 25 

minutos a 1500 RPM a 40C. Posteriormente, se eliminó el sobrenadante que incluía la capa de 

mononucleares (Utilizada para la determinación de subpoblación de linfocitos). FI sedimento se 



resuspendió en 5 ml de Sol lítica (EDTA, NH4(1 NaH('03,H20 ), y se dejó el tubo en reposo 5 

Minutos hasta que los glóbulos rojos se Usaron totalmente. Se centrifugó nuevamente por 10 

minutos. Se eliminó el sobrenadarte, quedando unicamente el botón de polimorfonucleares. Se 

agrego 1 ml de sol litica y se completó el tubo con sol salina Se centrifugó durante 15 minutos a 

4° C a 1500 RPM. Finalmente resuspendió el botón de PMN's en 1 ml de solución balanceada 

de Hanks (pll 7 2) 

Para el tonteo de los PMNs se preparo una suspensión de células y colorante de Turk (20 µI de la 

suspensión de células y 80 µI de colorante) Se colocaron 20 µI en camara de Neubauer, por medio 

de microscopio de luz, se determinó el numero de células por cuadrante Posteriormente se 

calculo el numero total de célulasinil con la siguiente formula. 

No de células • - No de células/cuadnutte X Dilución X 104  

e) Viabilidad y purezá 

Se preparo una suspensión de células y colorante de azul tripano volumen a volUmen. 

viabilidad de los PMNs se corroboró por la exclusión del colorante por las células vivas, ya que 

solamente se tiñen las células meleft101 De esta forma se obtuvó el porcentaje de viabilidad, se 

!equino de mas del 950,0 pala la realización de los ensayos Además se tiñeron frotis con colorante 

de Wright, los cuales se analizaron para controlar la pureza de la población celular. igualmente se 

requirió de una pureza mayor de 95°0. 

base° de l3kin~scencia. 

1 a evaluación del metabolismo oxidativo o producción de intermediarios de oxígeno poi los 

PMNs se realizó por tul ensayo de quintioluminiscencia in-vitro de acuerdo con lo descrito por 
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Ilasinon , en un luminometro LKI3-Wallac 1251, el cual contiene un fotomultiplicadur que 

conviene los fotones liberados en unidades de corriente eléctrica, de tal forma que la 

quintioluminiscencia se expresada en mV. Se utilizó cuino amplificador de la respuesta. el 

substrato luminol ( 	 Eastman Kodak Co., Ruchester NY) El 

luminol fue preparado y se 1..SCP.'0 üomo solución 275 µM y diluido en MISS para una 

concentración final de 1 µM en cada vial. En cada ensayo, se colocaron en tubos para 

luminómetro (Luminometer Cuvettes) 	6x107  bacterias.3x105  PMNs (relación 200 1), 

ajustándose a un volumen de 900 µI con lIBSS, los tubos se colocaron en el luminometro v se 

matusieron a 370C procediéndose a la lectura basal (2 ciclos), después de esta se añadieron 100 

de luminol a cada tubo (volumen final de 1 ml) y se leyeron durante 30 ciclos. Cada ensayo se 



realizó por duplicado. registrandose los picos máximos (promedio) para cada condición de 

opsonizacion 

riisayo de capacidad hacterilida. El ensayo se realizó de acuerdo a la técnica descrita por A 

l'errante5  con algunas modificaciones. En tubos eppendorif marcados como tiempo 0' y.  tiempo 

30' para cada una de las condiciones de opsonizacion, se colocaron (n'Oh bacterias previamente 

opsonizada con dos tipos de sucio hiperininune y suero de niños con SIDA como se describió 

prestamente. se  añadieron 3 I, 105  PMNs (rel 20 1) se agregó MISS para alcanzar un volumen 

final de 0.5 ml y se incubaron durante 30 minutos en agitación y con temperatura constante de 

37"C Cada ensayo se realizó por duplicado Despues de este tiempo se agregaron a cada tubo 

5(X) pl de atnikacina a una concentración de 16 pp/ml y se incubaron nuevamente poi 30 minutos 

para matar las bacterias extracelularesr Se utilizó amikacina ya que se corroboró la susceptibilidad 

de esta cepa in vitro y es un antibiotico que no penetra la membrana celular) Despues de la 

incubación los tubos marcados como tiempo O' se centrifugaron a 1500 RMP, se lavaron 2 veces 

en HBSS, y posteriormente se agregó I ml de solución salina para lisa" los PMNs, diferentes 

diluciones (10'3,10'4  y 103) se sembraron en placas de agar chocolate; después de 24 horas de 

Uicubación er atmosfera de CO2 al 54f, se determino el numero de ufc Los tubos marcados como 

tiempo 30' se incubaron por 30 minutos más y después se les realizó el mismo procedimiento. Los 

resultados se expresaron como el logaritmo de la reduccion de lite después de la incuhacióón 

tire a los O min 

INDICE BACTERICIDA(log!e 

ufc a los 30 min 

Los resultados se expresaron como porcentaje de muerte bacteriana.  

Análisis estadigico: Se utilizó estadística descriptiva para la presentación de los datos en tablas y 

gráficas. Las características clínicas y demográficas se analizaron por medio de estadistica no 

paramétiica La contrastación de los resultados de quimioluminiscencia y capacidad bactericida 

se realizo poi medio de análisis de varianza de dos v►as. Este modelo se utilizó con el propósito 

de determina' el erecto que 	los 	factores grupo (sida-sano). 	tipo de suero 

(hipogamaglobulinemico, hiperitunune y suero de pacientes con SIDA) y la triteracción grupo-tipo 

de suero tuvieron sobre las variables dependientes 

La formula para el modelo utilizado es.  Y,k 	y, Bi  • u, 



pacientes 

j - sueros 

k = grupos 

tt efecto total 



RESULTADOS 

CARACTERISTICAS CLINICAS Y DF LABORATORIO DE LOS PACIENTFS Y 

CONTROLES 

I.as características demográficas y clínicas de la población de estudio se muestran en la tabla 

No. I. No encontramos diferencias estadísticamente significativas en las características clínicas y de 

laboratorio entre los pacientes y los controles La edad promedio de los pacientes fue de 73 3 

meses (18.7-152.7) y de 55 meses (19.9.121.1) para los controles. No existieron diferencias 

significativas entre los pacientes y los controles sanos con respecto a edad, sexo, y número de 

PMNs (tabla 2). Al momento del estudio todos los niños con infección por VIII tenían 

ininunosupresión severa (linfocitos CD 4 < 15 % ) y se encontraban recibiendo profilaxis para P 

carinsi con Trimetoprim/sulfametoxazol. 2 pacientes se encontraban recibiendo A7T, 3 ddl y 5 

AZT.-dde. Aunque algunas de las manifestaciones clínicas de la infección por VIII fueron 

difuentes, todos los pacientes tenían antecedentes de haber presentado infecciones bacterianas de 

repetición (otitis, sinusitis, neumonía, sepsis) Ni los pacientes ni los controles presentaban 

evidencia clínica de infección bacteriana o por oportwtistas al momento del estudio 

QUIM1OLUMINISCENCIA DF PMNs 

Cuando se utilizó wia relación de PMNibacteria de 200: I, el pico de la actividad quimioluminis-

vente (X .-DS mV) de PMNs opsonizados con suero hipogamaglobulinemico fueron de 25.33 

24.91 mV para los niños con SIDA Vs 53.5 21.01 mV para los controles p 0.01. Cuando el 

suero hiperinmune AB o el suero autólogo fue usado cuino opsonina, los PMN de niños con 

SIDA solo incrementaron su respuesta a 54.64 	34.24 y 52.41 t 38.73 Vs 139 73 .22 39 y 

128.54 3b.80 para los controles. p-0.000 y p-0.000 respectivamente. (tabla 3) 

Los efectos considerados en el analisis de varianza fueron grupo, tipo de suero y la interacción 

grupo-tipo de suero. Se encontraron diferencias significativas entre pacientes y controles y entre 

tipo de suero en los controles.(Tahla 5). 



CAPACIDAD BACTERICIDA DE PMNs 

I a capacidad bactericida de NON de niños con SIDA, independientemente del suero utilizado 

para opsonizar la bacteria fue significativamente menor que la de los PMNs del grupo control 1 

capacidad bactencida (X Dti ) de PMNs retados con tilib opsonizado con suero AH hiperininune 

fue I 62+-0.47 pata los niños con SIDA Vs 5.644 2.39 para los controles; p 0.000 Cuando el 

suero de los niños con SIDA fue usado como opsonina, los PMNs de niños con SIDA mostraron 

una capacidad de I 64 , 0 43 versus 4 67+1.2 para los controles p 0.000 (Tabla No.4) 



Tabla de ANOVA para QUIMIOLUMINISCFNCIA 

Fuente de aojador' Suma de 

cuadrados 

Grados de 

Libertad 

Cuadrados 

Medios 

Valor I' Significancia 

de F 

rolipo 59771.93 1 59771.93 64.14 .000 

121 suero 39933.84 2 19966 92 21.43 000 

(itupt, 	1 tpo de suero 9366.17 2 4683 08 5.03 010 

Resid vid I 50324.95 54 931.94 

modelo 109071.93 5 21814 39 23.41 000 

I oral 159396 89 59 2701.64 

it Cuadrada - 684 

Cuadrada Ajustada= 655 

Tabla de ANOVA para CAPACIDAD BACIhRICIDA 

fuente de a anadón Supa de 

cuadrados 

(hados de 

libertad 

Cuadrados 

Medios 

Valor I; Signilicancia 

de F 

Grupo 126.99 1 126.99 ____ 	•  132.72 000 

I ipo suelo 2.59 1 2.59 2.70 .109 

(hopo liv de suero 2.62 I 2:62 2.73 107 

Ite ,iduil 34.45 30 96 

Modelo 132.19 3 44.06 46.05 .000 

1 otal 166.63 39 4.27 

ft Cuadrada 	793 

R. Culada Ajustada 776 

Las diferencias encontradas entre grupos y entre sueros en los resultados de los experimentos de 

quimioluminiscencia se companon con análisis de varianta de una vía Los resultados son 

mostrados en las tabla 3 



OISCUSION 

Los niños con infección pon VIII tiene un alto riesgo de desarrollar infecciones bacterianas y 

debido a que los neutrófilos constituyen la célula efectos primaria en las defensas del hospedero 

contra infecciones por bacterias y por ciertos hongos, es importante determinar su capacidad 

tuncional. Con el propósito de mojono los conocimientos sobre los factores que pueden influir 

para la mayor susceptibilidad de estos pacientes a infecciones por agentes bacterianos, en este 

estudio se evaluó la capacidad fagocitica y microbicida de PMNs retados in vitro con HM Se 

evaluaron los mecanismos oxidativos asociados a la capacidad fagocitica de PMNs de pacientes 

pediatricos con inmunosupresión severa por VIII a través de un ensayo de quimiolunúniscencia I.a 

capacidad bactericida lúe detenninada mediante un ensayo en placa en el cual se sembraron 

ahcuotas de la mezcla de PMNslacteiia, después de incubación se determino el número de 

unidades t'imitadoras de colonias (aplicando un indice bactericida) Existieron diferencias 

estadísticamente significativas en la capacidad fagoeítica y microbicida entre los PMNs de los 

niños con SIDA y los del grupo control evidenciado en los picos de quimioluininiscencia de 

polimoifonucleares retados con /I mfluenzae tipo b opsonizada con suero hiperinmune, con 

suero con hipogamaglobulinemia, y con sueros de niños con SIDA, siendo menores en niños 

enfermos que en niños sanos, y observandose tambien una capacidad bactericida 

significativamente menor en eu íos PMNs de niños con SIDA 

La integridad Iiincional de los PMNs en pacientes adultos con 111V se ha evaluado poi diversos 

autores La produccion de superóxido, fagocitosis y capacidad bactericida de PMNs contra 

Staphylacwecus aureus se ha reportado disminuida en adultos con SIDA 4'4' Ellis y cols. 

evaluaron la función de los neutrótilos en adultos con SIDA y con complejo relacionado al SIDA, 

encontraron que la quimiotaxis de PMNs está mas disminuida en estadios tempranos de la 

eutermedad que en pacientes cuyo padecimiento está mas avanzado (SIDA ,Sarcoma de Kaposi) 

En este mismo trabajo, observaron que las alteraciones en los neutrófilos son en parte debidas a 

anormalidades en el suero de estos pacientes.' En otro estudio, Nielsen y cols. observaron 

resultados similares en los que los pacientes con una duración corta de la enfermedad tenían una 

respuesta quimiotáctica alterada, mientras que en pacientes con una evolución más prolongada del 



padecimiento. dicha respuesta eta normal " Pm el contrario Baldwin y cok encontraron que la 

geneiación de superoxido, fagocitosis, capacidad hactelicida y actividad citotóxica dependiente 

de anticuerpos (ACDA) de PMNs eran normales en la mayoria de los pacientes con SIDA.' 

Incremento en la fagocitosis y en la generación de productos reactivos de oxigeno de neutrotilos 

fine demostrada por Ryder y cok y por Bandres y 	Sin embargo Pitrak y cols. " en un 

estudio en el que evaluaron mecanismos oxidativos mediante quimioluminisceucia en PMNs de 71 

adultos con SIDA, encontraron que el estallido respiratorio de los PMNs eta más deficiente 

cuanto mas avanzaba la enfermedad y las cuentas de CD4 disminuían. Estos autores especularon 

que la disminución en el metabolismo oxidativo de neutrófdos observada pudiera no solo estar 

implicada en la patogénesis de infecciones bacterianas y oportunistas, sino también en la de la 

inopia infección por VIII 	La naturaleza de estas contradiciones no es clara. En parte puede ser 

esplicada por diferencias en las manifestaciones clínicas de la infección por VIII o por presencia 

de infección secundaria en los pacientes estudiados. Por ejemplo, 	Nielsen" estudiaron 

pacientes con SIDA. Sin embargo, las principales manifestaciones clínicas de SIDA fueron 

diferentes. En el estudio de Ellis, la principal manifestación de SIDA fue sarcoma de Kaposi y 

solamente 33% de los pacientes con SIDA y 18 % de los pacientes con complejo relacionado a 

SIDA tenias antecedentes de infecciones bacterianas, por el contrario, en el estudio de Nielsen la 

mayoría (171I$) de los pacientes tuvieron infecciones oportunistas. En el resto de los estudios 

señalados anteriormente no se proporciona información acerca de las manifelaciones clínicas de la 

infección por VIII en los pacientes. La gran mayoría de los estudios realizados hasta la fecha se 

han efectuado en adultos con SIDA y han utilizado Staphylococcus aureus o gérmenes 

oportunistas para reta' a las células fagocíticas. 

Es posible también que las diferencias observadas entre los estudios se debieran a la metodología 

empleada para la realización de los ensayos. Todos los autores que reportan disminución en la 

actividad de los PMNs en pacientes con VIII usaron células libres de suelo autologo, 	Ilpor el 

contrario en algunos de los estudios que reportan incremento de la actividad de los PMNs, las 

células no estaban libres de suero.""'"' Por ejemplo, Bandres y coas. utilizaron células de sangre 

periférica sin separar para determinar fagocitosis y estallido respiratorio de los PMNs 



Aparentemente la presencia de suero autólogo juega un papel determínate en la actividad funcional 

de los leucocitos PMNs en pacientes con infección por VIH 

En nuestro estudio, todos los niños con infección por VIH tenían ininunosupresion severa (CD4 

• 15%) de acuerdo a la nueva clasificación de los Centros para Control de Enfermedades de los 

Estados Unidos de Norteamérica." y todos tenían antecedentes de infecciones bacterianas de 

repetición, (otitis media, sinusitis, neumonia). Para la realización de los ensayos de 

quimiolutniniscencia y capacidad bacterida. los PMNs de los controles sanos y de los niños con 

SIDA fueron utilizados sin presencia de suero autólogo Cuando se utilizó suero autologo para 

opsonizar al 111, los PMNs de los niños con VIII no mostraron respuesta, y tampoco mustiaron 

supresión de la actividad 	Por el contrario, los PMNs de los niños sanos presentaron una 

respuesta mayor. En un estudio en que se evaluó la actividad funcional de PMNs en 63 pacientes 

con infección por VIH• I, cuando las células fueron incubadas sin suero autologo tanto la 

quimioluminiscenia de los PMNs como la actividad enzimática intracelular se encontraron 

disminuidas en todos los estadios de la enfermedad. No se observó supresión en la ()E de PMNs 

cuandos las células se incubaron con suero autólogo, por el contrario, se observó incremento en 

la QL. de los PMNs de los pacientes iJoo SIDA." Estos resultados son similares a los publicados 

por Ellis, quien reportó que la quimiotaxis en los neutrófilos de los individuos sanos incubados 

con el suero de los pacientes con SIDA o con CRS fue significativamente mayor que la 

quimiotaxis de neutrófilos incubados con suero normal. Los PMNs de los pacientes con SIDA 

tuvieron quimiotaxis normal cuando filef011 incubados con suero autólogo, núentias que la 

quimiotaxis de una fracción pura de los PMNs estuvó deprimida en estos pacientes."' 

El papel del suero en la función de los PMNs de pacientes con infección por VIH aun no se ha 

esclarecido. En estudios en los que se ha encontrado incremento de la QL de PMNs de 

donadores sanos en presencia de suero de pacientes con infección por VIH, se ha sugerido que 

este fenómeno es debido a la influencia de antigenos de VIII sobre los PMNs." El incremento de 

la liberación de anión supeioxilL pm los neutrófilos bajo la influencia del suero también pudiera 

estar mediada por citocinas y factores solubles. 'I. '" 

Los estudios mencionados previamente se han realizado en adultos con infección poi VIH-1 No 

existen estudios que evaluen la función de leucocitos PMNs contra agentes bacterianos en 



población pediátrica con infección por VIII. Sin embargo, debido a que los PMNs han mostrado 

ser los elementos celulates mas importantes del sistema inmune del hospedero para el control 

infeciones pm ciertos hongos, se ha evaluado la actividad funcional de estas células contra hitas 

de Aspergillus fütnigatus. 	Ln 31 niños infectados con VIII se encontró que la actividad 

microbicida de los niños con linfocitos CD4 '25% no estaba alterada, pero si estuvo 

significativamente disminuida en pacientes con CD4 -- de 25%. comparados con PMNs de 

controles sanos La incubación de PMNs con el suero de los niños con infección por VIII suprimió 

la actividad antifinigica de los PMNs normales. comparada con el suero normal. Este efecto no se 

observó con la incubación de los PMNs con las proteínas recombinantes de VIII gp 120. gp 41 N.  

p244  Los factores que pueden causar el defecto de los PMNs pueden estar relacionados con el 

virus o con el hospedero. Las partículas virales o componentes de otros virus pueden afectar 

directamente la función de los PMNs.9' Se ha encontrado que péptidos sintéticos de la envoltura 

viral y glicoproteinas recombinantes de la envoltura de VIH (gp120 y gp4 I ) tienen propiedades 

inunosupresoras en algunos otros sistemas."' in  

Fautores del hospedero tales como linfocimis y monocinas liberadas por linfocitos y monocitos 

infectados pueden ser responsables del defecto en la función de PMNs. A este respecto se ha 

encontrado que el factor h transtórmante de crecimiento celular, el cual, tiene propiedades 

in munosupresoras" asi como otros citocinas de linfocitos Th2 de la respuesta inmune 

(interleticina 4-10) pueden ser los factores que supriman la túnción de los fagocitos en pacientes 

con infección por VIII "'2 "" Por otra parte el aparente efecto supresor del suero de pacientes con 

infección por VIII puede estar relacionado a disminuicion en la producción de otras citocinas de 

linfocitos Thl, tales como el interferon g, ya que este, favorece la actividad antifúngica de PMNs 

l'orinales o alterados contra bifes de A. fiinugatus''" PI papel exacto que desempeñan estos 

patrones de caminas (l'hl '112) en las alteraciones del sitema inumue de pacientes con VIII no 

ha sido determinado. Sin embargo. recientemente se ha encontrado que el patrón de producción 

Th2 predomina en niños con Sindrome de Omenn, en pacientes con esclerosis sistemica u en 

entemiadad crónica poi rechazo en pacientes transplantados. Así mismo, niveles altos de C1)30 

soluble (un marcador asociado con respuesta del tipo Th2) fueron encontrados en el suero de 

virtualmente todos estos pacientes, los cuales correlacionaron con la actividad y severidad de 



estas enfermedades. Estos hallazgos probablemente contribuyan a el planteamiento de nuevas 

preguntas acerca del rol que desempeñan estas citocinas en pacientes con infección por 

V II liSIDA. " 

Ademas de los factores anteriorniente mencionados, los resultados aparentemente contradictorios 

sobre el papel del suero en la función de los neutrófilos de pacientes con SIDA pudieran ser 

secundarios a que los diferentes microorganismos con los que se han retado a los PMNs requieran 

diferentes condiciones de opsonizacióu. 

Desde que se reconocieron los primeros casos de SIDA las infecciones bacterianas fueron 

implicadas como eventos que contribuyen a la morbilidad en niños con infección pm VIII. "'In" 

La importancia de las infecciones bacterianas fue enfatizada por la inclusión de éstas dentro de la 

primera clasificación pediátrica de los Cl)C para la infección por VIII en niños menores de 13 

años de edad."' 

Los principales gérmenes aso idos wn la infección por VIH en niños incluyen, entre otros, 

aquellos patógenos bacterianos encontrados con frecuencia en la práctica pediátrica de nitina, en 

niños con 'Unción ininunológica normal S. pneumonine y H. Ofluenzae tipo II frecuentemente 

ocasionan infecciones graves y/o recurrentes en estos niños (meningitis, sepsis. neumonía) 1 " 11  

Por lo tanto, en este trabajo se utilizó fi ittfluetene tipo h. bacteria de importancia chuico en la 

práctica pedíatrica en general y en este grupo de pacientes en particular . Los PMNs de niños con 

SIDA fueron retados con este germen opsonizado con distintos sueros. Nuestros resultados 

muestran que la respuesta quimioluminiscente de los neutrófilos de niños con SIDA es 

significativamente menor a la de los PMN de niños sanos. Esta diferencia existió tanto en los 

neutrófilos en condiciones hules, como cuando los PMNs fueron retados con H. influetene tipo 

h opsonizado con suero sin antizuerpos (hipogamaglobulínémico) o con suero hiperimuune 

Debido a las controversias anteriormente mencionadas sobre el papel del suelo en la función de 

estas células. se  utilizó suero de los niños con SIDA para opsonizar la bacteria y retar a los PMNs 

de los niños sanos y de los niños con SIDA. 

I.os PMNs de los niños sanos al ser retados con la bacteria opsonizada con el suero de niños con 

SIDA presentaron estallido respiratorio y capacidad bactericida eficaces y similares a los 

obtenidos con el suero hiperituoune anti-H influenza tipo b, esto sugiere que no existen 



factores inhibitorios en el suero de niños con SIDA. Así mismo la hinciOn de los PMNs de los 

niños con infección poi VIII no mejoró con la opsonización de la bacteritta con suero autologo, 

pero tampoco se observó disminución de su respuesta 

los resultados de este estudio señalan una profunda alteración en la actividad fagocítica de los 

PMNs de niños con SIDA cuando son retados in-vitro con H influenzae tipo b. La función de los 

PMNs de los niños sanos y de los niños con SIDA no disminuyó cuando la bacteria fue opsonitada 

con el suero de niños con SIDA, por lo tanto podemos suponer que las alteraciones (Ibsen adas en 

PMNs de niños con SIDA no son debidas a factores séricos y probablemente sean atribuibles a 

defectos intrínsecos a nivel celular. 



CONCLUSIONES 

I Los PMN de niños con SIDA tienen capacidad fagocitica y bactericida disminuida contra 
ilatmophilus influyo:mí' tipo b in vitro, comparada con los PMN de controles sanos. 

2 El suero de niños con SIDA no inhibe la 'Unción fagot:ñica de PMN de niños sanos. 

3 Los PMN de niños con SIDA tienen un defecto intrínseco que incide sobre su actividad 
tigocitica y microbicida contra liaernophilus influercue tipo b 

4 2 
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Tabla 1 

CARACTERISTICAS CLINICAS Y DEMOGRAFICAS DE LOS PACIENTES 

Í PACIENTE 	EDAD 	TRANSMISION 

I-- 

PORCENTAJE 
DE CD4 

CLASIFICACION 
CDC 

CARACT. CLLNICAS ANTES DEL 
TRATAMIENTO 

No.1 444 m PERINATAL S 113 INFECCIONES BACTERIANAS 

No.2 3a Sm PERINATAL 6 63 INFECCIONES BACTERIANAS 
ENCEFALOPATIA 

No.3 Sa 2 Ea PERINATAL 	 10 A3 LINFADENOPATIA 

No.4 12 a SEXUAL 	 1 C3 SINDROME DE DESGASTE 

No.5 6aSaa PERINATAL 1 C3 	SLNDROME DE DESGASTE 

No.6 9a 2m PERINATAL E 	 B3 INFECCIONES BACTERIANAS 
C ANDIDIASIS ESOFAGICA 

No.7 	 la 6m PERINATAL 5 C3 LNEECC. BACTERIANAS SERIAS 
CRIPTOSPORIDIASIS 

No.11 	 9a 3 m 	PERINATAL 4 63 INEECC. BACTERIANAS SERIAS 

No. 9 	6a Hm 	PERINATAL 7 B3 NEUMONTTN INTERSTICIAL 
LIPOIDE 4 

No.10 	i 2a 6m 	PERINATAL 10 63 INFECCIONES BACTERIANAS 

ESTA TESIS NI per 
':ALIN DE U 8111.101Eu 



Tabla 2 

CARACTERISTICAS CLINICAS Y DEMOGRÁFICAS DE PACIENTES Y CONTROLES 

CARACTERISTICA 
	

SIDA 
	

CONTROL VALOR DE P*7 

EDAD 55.58 + 23.29 73.3 + 41.46 0.36 

SEXO 4 F/6M 6M/4F 	 O 

POLIMORFONUCLEARES 3.4 X106 + 1.9X106 	2.9X106 + 1.7X106  0.54 

PORCENTAJE CD4 
i i 

< 15 % 

* U de Mann-Whitney 

50 



1 afila 

ACTIVIDAD QuiMIOLuMINISCIENTE DE POLIMORFONUCLEARES DE PACIENTES CON SIDA Y 
CONTROLES 

TIPO DL SUERO VALOR DI. P- PA1 LENTE CON SIDA 	CONTROL 

= 10 	 n= 10 

Suero Hipogainaglobulinémico 25.33 + 24.91 53.5 + 21.01 001 

6.38--83.56 25 69--86 27 

Suero Hiperinmune 54.64 	34 24 139.73 + 22.39 0.000 

15.0-106.08 117.29-194.30 

Suero de niños con SIDA 52.41 + 38.73 128.54 +36.80 	 0.000 

11.61--117.200 	 87 I4--194 65 

* Analisis de Varianza 



Tabla 4 

CAPACIDAD BACTERICIDA DE PMNs DE NIÑOS CON SIDA Y CONTROLES SANOS RETADOS 
CON H. Influenzae tipo b OPSONIZADA CON SUERO IIIPERINMINE Y SUERO DE NIÑOS CON SIDA 

Tipo de Suero 	 SIDA 

n = I 0 

Control 

n = 1 0 

Valor dt P* 

Suero hipennmune 62 + 0.47 5.69+ 2.39 0 000 

Suero de niños con SIDA I 64+ O 43 4.67+ 1.2 	 0 000 

* Analisis de Varianza 

e2 



RESPUESTA QUIMIOLUMINISCIENTE DE POLIMORFONUCLEARES DE ACUERDO AL TIPO DE SUERO 

TIPO DE SUERO 

GRUPO 

HIPOGAMAGLOBLLINEMICO 

n-20 n 

HIPERINMUNDE 	 SIDA 

20 	 n 	20 

VALOR DE 

P. 

CONTROL 53.5 	21 01 139.73 + 22.39** 	 128.54 +36.80** 0 000 

25.69-86.27 	 117 29--194.30 	 87.14-194.65 

SIDA 25 33 -• 24 91 	 54.64 - 34.24 52.41 + 38.73 	N S 

6.38-83.56 	 15.0--106.08 11.61-117 200 

• * Análisis de Varianza 

** La diferencia entre medias fue significativa (Scheffe test 

53 



Gráfica 1 

Quimioluminiscencia de acuerdo a la relación 
Bacteria-Célula 

Hib-PMNs 
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Gráfica 2 

Curva de crecimiento de H. influenzae tipo b 
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GRAFICA 3 

r)111M101 UMINISCENCIA DE PMNs DE NIÑOS CON SIDA Y CONTROLES SANOS 

RETADOS CON H influenzae type b 
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GRÁFICA 4 
CAPACIDAD BACTERICIDA DE PMNs DE NIÑOS SANOS Y DE NIÑOS CON 

SIDA RETADOS IN VITRO CON H. influenzae tipo b * 

CONTROL 	 SIDA 	 CONTROL 	 SIDA 
SUERO 	 SUERO DE NI4OS CON 
IMPERINMUNE 	 SIDA 57 
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