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ANTECEDENTES

I-prlemiologia de 1a Infeccion por V1L

La pandemia de VIH/SIDA ha condicionado que el VIH (virus de inmunodeficienca huimana)
sea uno de los patogenos mas estudiadas en este siglo Se estima que cuatro millones de adulios
v nuos han desarrollado SIDA desde el micio de la epidemia Sin embargo. dado ¢l penodo de
tatencia. estos datos informan de las personas que adquinieron la infeccion hace aproximadamente
10 anios Se calcala que para el ano 2000 habra 40 millones de mfectados por VI

Aungue solo cerca de la mitad del tolal de casos de SIDA repontados han sido de paises en
desarrollo. fa Organizacion Mundial de la Salud (OMS) cstima que mas de las tres cuanas paites
del total de casos de SIDA acumulados a la fecha han ocurmido en estos paises.’

L.os pnmeros casos de SIDA en México miciaron su padechmiento en 1981 y se notificaron cn
1983 ' Desde este a0 hasta el 1° de abril de 1997 se han notificado 30 970 casos de SIDA
Puesto que en Mexico como cn la mayoria de los paises exaste retraso en la notficacion v
subnotificacion ¢s necesano tunmr en cuchia cstos factores. por lo que se estima que han ocurrido
44, 254 casos acumulados. El analisis de las tendencias por factor de nesgo en adultos. mdica
que la epidenna de SIDA en México presenta un patron cada vez mas heterosexual. mas rural vl
transmision sanguitiea se encuentra bajo contral. Asi, paso de ser una epidemia de hombres
homosexuales y mujeres transfimdidas, a ser cada vee un padecinuento de  transmusion
heterosexual De hiecho, en mwjeres aduhas la rransnusion heterosexual corresponde actualmente
a la mitad de todos los casos acumulados (53.2%), pero st consideramos los casos notificados
durante los primeros trimestres de 199] y 1992 vemos que ¢l porcentaje aumento de 420 % a
81.4"% en esta categona,, siendo 86.2% en ¢l cuarto trimestre de 1996 * Estos cambios en los
tactores de nesgo de adultos se reflejan en las catcgonas de trausmision en nifos En los casos
scumulados de SIDA pediatrico las  cifras para el primer tnmestre son las siguientes por via
sangumcs 40.0% en 1992, 28.6% en 1996 y 23 5% en 1997, por transmision permatal 55 0% en
1992, 71 4% en 1996 y 70 0% en 1997 |os casos acumulados a finales de este tnmestre cn

menores de 15 anos son 817, Jos que constituyen 2 63% del total de casos notificados en el pais.’



Fisiopatulogia de 1a infeccron por Vi

Fa imfecaion por VIH en adultos  es caractenizada por un largo periodo de latencia clnica.
estmandose un promedio de 10 anos. penodo que depende de la via de adquisiaon, ¢l estado
mmune del hospedero vy caractenisticas del vimis” ' 1os conceptos previos de patogenests proponyan
que uma respuesty mmune etectivg del hospedero o la actvacion de ciettos genes del VIH conducin o
et penndo de Tatenera viral Ahora se sabe que la repheacon viral persiste lentamene a trives del
penodo ktente v continua ast dusimte toda fa evolucion de a enfermedad * Durante la Fase mianal de Lo
teccion los virus legan u el tepdo hnforde donde continuan su repheacion e mfectian a los Iintocitos
D4 (hnfocitos cooperadotes) cuando pasan a traves de los nodulos hnfducos ” Delndo u que wa
@ proporcion del total de hnfocitos del cuerpo residen en los arganos Infordes se comprende que ta
repheacion iral persista a pesar de que no se detecta al virus en sangre Estudios de bridacion n situ
v ol wahsts de noduloes Inlaticos por mucroscopia electronica muestran que cinidades imporntantes del
VIH pueden ser encontiadas en el tepdo lnfoide durante la Hamada fase “lutente de nfeccion” ' Los
vius observados o este tepdo se encuentran umdos  extracelulannente o las celulas dendnuicas
tohculares en ¢l centro germunal del nodulo nfatico 1 as celulas dendnncis actuan como una trampa
mantevendo celulas mfectadas en el tepdo linforde v brndando un medio propiao donde celubas
mmunocompetentes no infectades pueden wnteractua con celulas infectadas Este proceso uene efectos
benehcos v deletéreos Bl virus  es sccuestrado y puede ser  elinimado por el sistema nmune del
hospedero,  pero por vhia parte. provee de un medio ambiente neo en celulas CD4 en ¢l cudl tenen
Jugar nuevos ciclos de mfeceion ™

La capaardad del VIH para disnunuir 1a poblacion normal de hnfoertos (14, directa o indirectaniente.
ha sido obyeto de una nvestigacion mmuciosa La apancion de alteraciones mmunologicas antes de la
progresion chmea de VIH sugiere que el virus afecta el sistema vimune por mecanisnios indirectos

Muchas de las teonas de crtopatogemcidad del VIH y  de alteraciones del sistema sinmune deben aun
ser confirmadas.  sin embargo, hallazgos recientes sugieren los sigwentes mecamsmos — destruccion
directa de las celulas por ¢} VIHL fenomenos autommunes, estimulacion  de Iinfocitos T pon
superantigenos, apoptosis umon del receptor CDA4 o gp120. ateracion o la mteraceon CD4 von

moleculas clase 11 del sistema prnapal de Instocompatibihdad, v diversos  cofactores vinales
(eitomegalovirus. herpesvirus humano tipo 6) ' Sin embargo. on los wumos dos anos se han producido

mportimtes cambios en ¢ modelo conceptual de mfeccion por VIH y progresion a SINDA- A parn de fa
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mplementacion de ensavos chnicos con inibidores de proteasas de HIN - ha stdo posible tener una
mavor comprension de la dinasea entre VIH y - a poblacion de celulas nfectadas wn vivo y de T

iportancis de -l presion selectiva en la emergencia de mutaciones virales ** Posibles vanaciones on
L potogenicidiad entre diterentes cepas de VIFL deberan ser consideradias 1:n 1a iisma forma las bises
pacticas para determmar sy la respuesta inmune del hospedero es efectiva o inctectiva deberi ser ohpeto
de myvestigacion continui

I'n base o lo mencionado previamente se comprende porque el VIH suprime  protundamente la
mmunidad mediada par celulas  Siu embargo, las personas atectadas muestran ademas diversas
alteraciones en otros componentes de su sistema wmune como  alteracion de ta inmumdad
humoal. hipergamaglobulinem:z, neetiopenia, asi como  detectos en la funcién de sus celulas
fagouticas © Todas estas alleraciones condicionan — una mayor susceptibilidad a  infecciones
agrepadas, las cuales constituyen la causa  principal  de morhilidad vy monalidad en sujetos
adultos fectados con VI en quienes  son [frecuentes las  mfecciones por parasitos. virus.
bacterias v hongos (2 carnui. Toxoplasma gomdi, citomegalosrus, /1 Influenzae. S

B 1 X119
Prvumoniae v Cryptococens neoformans)'

Infecciones bactenanas en adultos con VI

Conforme la mteccion por VIH progresa las infecciones bactenanas desemnpenian un papel mas
preponderante dentro del espectio de sus mamfestaciones climcas | a unpontancia de cstas ha
acentuado por cambios en los factores demograficos y de nespo de fa infeccion por Vit uso
fiecuente de antibioticos de amplio espectro v el aumenta substancial en la sobrevida global de
310y pacientes

A diferencia de las infecciones oportunistas, cuya prevalencia en poblaciones infectadas por VIH a
menudo refleja la ecologia de determinadas dieas del mwndo, las infecciones bacterianas asociadas
con este virus tienden a tener una distnibucion mundial unitorme  Por ejemplo en la seric de
Nairobr al menos 25 ® de las infecciones asociadas  con VIH fueron debidas a infecerones

bacterianas severas = Del mismo modo. en los Estados Unidos y Furopa, las autopsias han
documentado nteccion bacteriana fatal en apronimadamente un 30% de los sujetos mfectados con

VIILSIDA " Sy embargo. eu los Estados Urudos. las nfecciones bactenanas tienen difciente



madenc entre los distintos  prupos demogiaficos v de nesgo Su prevalencia s mavor en

mujeres infectadas con VT Yy drogadictos endoyenosos, que en hombres mfectados pur contacto

de drogadictos mfectados con VI las infecaones

hetesosexual  bn estudios |\.-“ pectiyoer
hactenanas severas. previas al diagnostico de SIDA. se ha asociado con una mortahidad de
aproximadamente al 25-33% de lv moitalidad global del SIDA ¥ Las mfecaones bacterianas se
han identificado tambien como tuertes predictores de progresion  mdependientemente de la
istorss natwal de la enfermedad v pueden de hecho, por si misinas. sor capaces de acelerar su
evolucion ** La asociacion entie infecciones bacteriauas senias ¢ infeccion por VIH es tan fueie

que la neumoma y la bacteremia cn adultos jovenes han servidv como  marcadores de

scropositividad para VIH en estudios de vigilancia poblacional *'**

Patugenia de las infecciones bacterianas asociadas con HIV

L os factores de la infeccion por VIH aque se considera mciden directamente sobre los mecamsmos
mmnes del hospedero que bnudan proteccion contra las bacterias se cuentan  dismnucion de
Celulas CD4. disminucion de la produccion de citocinas y disminucion del numero de celulas
fagoctticas (neutrofilos y monouucleares), debilitamiento gradual de la respuesta espeailica de

anticuerpos bstas alteraciones comprometen la competencia del hospedero para detenderse de

G

practicamente todas las clases de patogenos bactenanos.
Otros factores atribuibles al VIH que indirectamente predisponen a las infecciones bactenanas
son akeracion de la utegndad de la piel v las mucosas por infecciones oportunisias.

hospitalizaciones y uso trecuente de catéteres durante periodos prolongado. hipoacidez pastiica
mducida por el VIH que puede fas orecer el subdesarrollo bactenano en ¢l tracto gastrointestinal y
tavorecer la presencia de mfeccion. uso frecuente de antibioticos los cuales ejercen una presion
selectiva sobre las floras intestinal y pulmonar normales, neutropenia inducida por mfecciones o
medicamentos, malnutricion ssociada al VI v finalmente las asociaciones fisiologicas v de
comportamiento del uso de drogas intravenosas tales como. el cigarntlo, Ia higiene oral deficiente,

la dismmucion del reflejo nauscoso v Jos metodos de utilizacion de drogas poco higiemcos

TR

contribuven a la madencia de infeccivn bacteriana en la poblacion infectada por VIH



Infecciones Bacterianas en nifios con Infeccion por VIH

Aungue presentan infecciones bacterianas frecuentes Jos adultos presentan una mayor mcidencia
de nfecciones por oportunistas, mientras que, los nifios con infeccion por VIH/SIDA presentan
una mavor frecuencia  de mfecciones bacterianas tales como. bacterema  por génuenes
encapsulados.  meningitis, neumonia, infeccion de vias urinanas, infeccion de piel y tejidos
blaudos, otins media y gastroententis. 1.0s primeros 52 pacientes pediatricos diagnosticados con
VIH en ¢l Hospital de nidos de New Jersey (EUA) cotre 1981 y 1983 tuvieron una incidencia de
bacteremia de 45% ™ Otros autores han reportado que la incidencia de infecciones bacterianas
serias en nifos con infeccion sintomatica por VIH se encuentra entre 38 y 57 % “>* Fn nuestra
poblacion hemos encontrado que 83 % de los mifios con mfeccion smtomatica por VI
presentaron en  promedio 2 5 infecciones durante el periodo de estudio "' Sin embargo si
tenemos en cuenta la susceptibiidad normal del nifio a las mfecciones bacterianas, la naturaleza
descriptiva y retrospectiva de estos estudios solo permitieron conocer la frecuencia elevada de
infecciones bactenianas en esta poblacion. Principi y cols  efectuaron un estudio prospectivo
comparativo de 27 milos con infeccion por VIH  pareados con controles mmunocompetentes y
segutdos durante unp total de 543 meses (media por nifio 19.4 + 11). Estos autores encontraron
que los  nifos con estadios avanzados de la infeccion por VI tuvieron un un mumero
significativamente mas aho de wfecciones 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
intecciones bacterianas en nifios con SIDA son: antecedente de mfeccion oporumista, infeccion
bactenana por H mfluenzae v S pnewmoniae, u  otras bactenanas piogenas y  cuentas de
linfocitos  CD4 menores de 300 ce/mm.' Factores como hipergamaglobulinemia o
manifestaciones inespecificas como adenopatia y hepatoesplenomegulia no se han asociado con
alto riesgo." L.a combinacion de inmadurez y disfuncion nmunologica condicionan  una mayor
susceptibilidad de los nifdos con infeccion por VIH a infecciones bacterianas La destruccion de los
linfocitos CD4 es la principal alieracion que conduce a la inmunocompetencia inmunologica ¢n
adultos con SIDA. En nifios, la linfopenia es menos comun y la disfuncion inmunologica no se
explica unicanente por la deplecion de células T Eu pacientes pediatricos la disfuncion

wnunologica se manifiesta mas comunmente por mversion de la relacion de lintocitos CD4/CD8,



hpergamaglobulinemia. v disminucion de la respuesta blastogénica de celulas T a mitogenos coma
fitohemaglutinina (PHA )™ |a susceptibilidad a infecciones con bactenas capsuladas ¢n
pacientes con mteccion por VIH. a pesar de que presentan  hipergamaglobulinemia, s¢ ha
mtentado explicar por alteracion en las subclases de mmunoglobulinas Church y colaboradores y

Parkm vy vols han reportado disminucion de los niveles de 1gG2 en sujetos con SIDA VY

Asi
mismo, s¢ han descrito defectos cualitativos en la respuesta humoral — en adultos y nios con
mteccion por VIH, v se ha encontrado disminucion de la respuesta a antigenos espeaficos n
vitro ¢ m vivo. Borkowsky y asociados encontraron una discrepancia entre la respuesta humoral
sénca y la inmunidad mediada por células a toxoides tetanico y diftérico en pacientes pediatricos
con mfeccion por VIH ¢ inmunmizados con los mencionados toxoides. la respuesta mediada por
células estuvo presente con mayor frccuencia que un nivel protector de anticuerpos ”  Estos
autorcs consideraron que sus resultados son consistentes con la hipotésis de que la infeccion
por VIH solo interfiere con la respuesta a antigenos presentados después de que la infeccion ha
ocurmido. pero no mterfiere seriamente vcon la respuesta humoral de linfocitos sensibilizados
previo a la infeccion..  La relativa inmadurez inmunologica del nifto al adquinr a infeccion por
VIH (al nacer o in itero), cuando se compara con el momento en que el adulto adquiere ¢l virus,
podria teonicamente, comprometer la respuesta del paciente pediatnco cuando se expone a

agentes patogenos comunes.  Bernstein y cols. reportaron disminucion de la respuesta humoral a
antigenos dependientes de células I (ej. polisacandos) y antigenos independientes de células I
(e] bacteriofago ®X174). Los nifos con SIDA tuvieron una respuesta primania deficiente a estos
antigenos y no presemtaron evidencia de amplificacion o el cambio esperado en las subclases de
inrounoglobulinas.*’ S embargo en este articulo los autores reportan solamente 6 pacientes y dos
de ellos fueron menores de 2 adios de edad y no se evalud la respuesta en nifivs sanos, por lo tanto
no s posible saber con centeza sila pobre respuesta a antigenos se debe a la feccion por Vil o a
la mmadurez inmunologica normal contra antigenos polisacaridicos del nifio menor de 2 afios"!

Existen diferencias significativas en la funcion inmune entre nifios con infeccién por VIH que han
presentado infecciones bacterianas graves cuando se compara con la de nifios que no las han
presentado La respuesta de linfocitos a mitogenos es significativamente menor en nifos con

S . . . e W i !
infeccion bacteriana comparada con la de ninos sin antecedentes de infeccion.” Ademas de las



alteraciones antenormente: mencionadas tambren se han ieportado alteraciones cualtanvas

. )
cuantitinas en los neutrofitos de adaltos v nimos ntectados por VIH '

Dado gue o
neatiofilos deseinperian un pap=! oz mportante contra mbecciones bacterianas, los defectos en
estas celulas fagociticas podnan contiibuic tambien a la - mavor suscepnbilidad 4 mtecaones

bactenanas y micoticas del paciente con inteceron por VI

LEUCOCTTOS POLIMORTIONUCLEARIES

s importancia de las celulas fagociticas como mecanisinos de defensa en mfecaiones bactenanas
se conoce desde los estudios de Flie Metchmkoft hace mas de 100 anos Lo experimentos con
ny ertebrados marmos, Metchnikofl observo gue cienas especies de honpgos podian set inpendasy
destruidas por celulas fagociticas, mientras que Ins gue no llegaban a destnnrse desencadenaban
enlermedad diseminada v fatal - De estas obsenvaciones  se dedujo gue las anormalidades de las
celulas tagoarticas posiblemenis compromenan las defensas del hospedero Un siglo mas tarde se
pudo demostrar este hecho al reconocerse entidades gue se cursan con mfecciones bactertanas v
lungicas fulmmantes en casos de deficiencias cuanttativas o tuncionales de los leucocios

. "
polmortonucleares.

Ovigen 'y maduracion de los Neutrofilos

Loy leucocitos  polimorfonucleares  (PMNy) denvan  de las  células  hematopoveticas
plunpotenciales locahzadas en la miedula osea. La produccion y diferenciacion de estas celulas,
depende de los factoies estimuladoras de colonias, ™™ (moléculas glhicoproteicas producidas por

4

macrotagos v infocitos T activados) ™ ademas de otras moléculas como lactofernna neutrofilica \

prostaplandina k. que actuan whibiendo la produccion y secrecion de tactores estmuladores o
evitando en torma directa la proliferacion de las celulas hematopoveticas ™

I la especic humana. los factores estimuladores de colomas se conocen como. 1) GM-CUSI alta
o Factor | stimulante de colonias de Granulocitos v Macrofagos. 2) G-CSE o bactor Fstmulador
de Granulocitos, 3) M-CSE o Factor Estimulador de colomas de Maciofagos v 1) Interleucina 5 o

Mulii-Factor I'stimulador de Colomas I-stas glicoprotemias determiman la diterencracion de

smicioblasto hacia las Iineas monoainica o granulocitica Cuando se diferencin bacia la sevic

10



eranuloatica, ek desarollo sy maduracion de los PMNs sucede en dos ctapas itotica v no
nutotica) con duracon de una semana cada una de ellas To b pimera fase, Ta diferenciacion es
de nnetoblasto > promeetocito > miclocito. en o uluma etapa  aparecen los granilos
ditoplasmanicos de los PMNs Fala etapa no mitotica, fa diferenciacion es de metamiclocito -
neutrotilos inmaduros o en bandda- > neutrofilos maduros o segimentados ™ Cuando ocune la
maduracion mortologica  se producen cambios antigemicos. enamaticos v funcionales en los

nenuofilos segmentados ™

Durante la fase de promieloonto aparecen los receptotes boolos
cuales, son funcionales poco despues 1 os receptores para complemento (CR1 v CR3) estan
presentes en las fases de metamielocto y neutrétilo immaduro Al mismo tiempo que ocurre
diferenciacion de los receptores Fo, la célula es capaz de tagocitar, y durante la tase de mielocito
va posee actividad nucrobicida, dada principalmente por mecanismos no oxidativos, para alcanzin
su {uncionahdad total en la fase de neutrofilo en banda, donde va presenta mecanismos oxidativos
v desarrolla actividad quimiotactica

Loy neutrofilos madwos. conticnen un nucleo mubtilobulado  altmnente  condensado, pian
abundancia de granulos citoplasmaticos de varios tamanos que son morfologica. broquimica
tuncionalmente distintos Los granulos primarios corresponden a lisosomas. tambien llamados
pranlos azarofilos, son peroxidasa positivos y generalmente mas densos v grandes gae los
peroxidasa negativos  Contienen hidrolasas acidas y diferentes enznnas. ast comw protemas
cationicas con potente actividad bactericida y fungicida ™ Los granulos secundanos o especificos
son ricos en licoprotemas v mas numerosos que los azurofilos. Contienen lisozma. lactolernna,
protemas fijadoras de vitaming B, citoeromo b y receptores para guinioatrayentes como N-formil
peptidos. CR3, laminina y componentes del complejo enzimatico que produce peronido de
hidrogeno ™

Los granulox terciarios se distinguen por la presencia de tostatasa acoda, colagenaas v gelatmasy.
algunos componentes y tunciones relacionados con  granulos especificos pueden 1esdn en
cllos

I.a funcionalidad de los PMNs depende en pran parte de la constitucion del citoesqueleto, el cual

como en otras células posee microtibulos. nucrofilamentos y en menor proporcion filamentos
intermedios. Hacia la penfena del citoplasma y en los pseudopodos, se encuentian filanentos de

1



actmay protemas fyadoras de actma. formando una malla, nuentras que el cuerpo de la celula lo
forman filamentos mtermedios v polimeros de tubuling que en alguna extension penetran en ¢l
atoplasma pentenco ba mteracaon de estas moleculas ademas de la miosima permiten ta
contigetdidad de Ta celuls v otas tunciones come fagocitosis, endocitosis, prenocitoss,
mavilizacion de vacunlas, isosimas v granulos hacia ln perifena v superticie celular ™

En ausencia de inlecaon, ¢l egreso de los PMNs de la medula osea se himuta a fas celulas
morfologicamente  madutas  que  permanecen  como  reseiva weduln dmante dos dias
apronimadamente. hasta que factoces mecanmicos de maduracion celular v hamorales desencadenan
la beracion de estos a la circulacion,” en donde tienen una vida media de 6 a 7 horas — bn
mdniduos normales  numero de PMNs vana de acuerdo a fa edad. ¢l conteo de neatiotilos de
sanpre penterica puede subestimar el valor real de neatrofilos en airculacion va que la mitad a dos
tereeras partes del total pueden encontrarse como neutrofilos marginados sobre el endotelio
vascular secuestrados en venulas o capilares. voante siuaciones de estres. mtlamacion uootios

factotes, pueden hiberarse v activir e para el proceso fagocitico

Fagocitosis

a fagooitosis ex un proceso gue se realiza en dos etapas fijacion ¢ ingestion de

particula tapocitada Cuando ovune nvasion visular por diversos nicioorganismos, entre cellos
hactenas. los PMNs localizan el proceso mtlamatorto mediante fos signientes eventos — adherencia
v marginacion al endotelio vascular, migracion transendotelial v quimiotanis, Ta segunda ctapa. I
fapocitosis es ¢l proceso de ingerir particulas mucrtas v no, vpsonizadas O sin OpsONIZAT @ Laves

de la tormacion de una vacuola endocitica

Opsomezavion y tagocitosis

Algunos microorganismos v particulas wertes pueden ser ngendos por los neutrofilos en ausencia

de tactores sencos. pero 1a mayona de las bacternias deben ser cubiertas con opsonmas para gue
S -«

pueda producirse 1a fjacion ¢ ingestion por an neutiofilo

LadgG espeatfica y ¢l complemento son los principales factores opsomzantes que promucyen ¢

1econochmiento v la ingestion ae los microorganismos por los neutiolilos Para que la actividad

I )



opsomaa de o TeO sen adecuads requiere gue la region Fede Ta molecula se encuentre intacta
Fas subclases que prmcipalments parteipan son JpGloe IpGs ™ Lo anticuerpos estimulan i
capacilad fagocitica mediante la neunralizacion de molecalas antitapocticas presentes en i
superticie bacteriana (p.ej polisacando capsular). la union fisica del microotganismo al ueatrofilo
I actvacion de la via clasica del complemento. la estimulacion del deposito de tragmientos
opsonizantes de €3 sobre Ja superficie bactenina v la activacion del mecanismo de mgestion por b

neutrolilo La activacion del

nteraccon de dgGocon suoaeceptor  en la membrana de
complemento por fa via alterma o clasica leva al depusito de C3by de Cibi sobre Ta superficie del
microorganismo Ademas. el deposito de Cly estimula la ingestion dependiente del receptor Fe ™'
b la membrana del newtrofilo se encuentran receptores para lpG (FoyRI-RIT), pero no para otris
mnunoglobulinas. v para C3b (CR-1) y C3bi (CR-3) ™ Estos  1eceptores son bioqumiica.
topoprafica v funcionalmente distintos kI receptor (3b ademas de su siio de umon a iC3b,
también presenta un dominio de reconocimiento de carbohidratos que puede desempeniar un papel
en b dectinofagocitosis Algunos datos sugieren que los receptores Fe, median la fagocitosis pot
vias dependientes de calcio, mientras que CR-1 v 3 usan vias independientes de calio.™ §os
receptores PRI son de afimdad leve @ wnoderada y son expresados constnutivanmente
mientias la alta atimdad de FeRD esta presente solo despues de I estimulacion celular, por
ciemplo por INF 7 No s¢ han identificado reservas intracelulares de receptores be. I'n contraste,
tales reservas se han descrito para CR-1 y CR-3. el ultimo claramente asociado con los granulos
espeaificos. bsios receptores se movilizan rapidamente a la superficie despues de la estimulacion
de la celula por diversos mediadores inflamatorios. ™

I'a comnbucion relativa del aatieucipe v C3 en la opsonizacion es vanable  Fa opsonizacion
optima de patogenos encapsulados como Streptococens pneumonac y [ mifluenzae tpo b
requiere de anticuerpos anticapsulares tipo especifico, los cuales fijan €3 por activacion del
complemento Por otro lado la opsonizacion del estafilococo puede producise en suero
Inperminune con altas concentraciones de 1gG umcamente. En ¢l suero normal. ta opsomzacion de
estalilococo puede vcurty anto por anticuerpos como por I activacion de la via altema del
complemento Fstos cjemplos de interaccion de microarganismios con opsoninas senicis, 1eflepn i

variedad de reacciones posibles dependiendo del microorganisino, condiciones del haspedero v



probablemente, de las condiciones de cultinvo del imeroorganismo ¢f cual puede tener influencia en
la naturalesa de fa superficic del mismo ™

la inpestion es el resultado de la iteraccion secuencial entie los lipandos opsonizantes
distnbuidos en tonha homogenea en la superficie de la particula y sus receptores piesentes en la
membrana del fagocito 1:sta imteraecion micia la polimenizacion de miciofilamentos de acting del
citoplasma que se encuentran por debajo del <itio de fijacion de la paricula y como resultado s«
produce el flujo emvolvente de la membrana celular alrededor de Ja particula v su inclusion dentio

de un tagosoma

Acomgeimientos postagociticos.  Estallido respiratono

La expresion de eventos postagociticos se reticre a la generacion de actividad metabolica v a la
descarpa del contemido de los granulos que se produce durante y despucs de la fagocitosis Fstos
cventos inician con la fijacion de microorganisimos opsonizados a la membrana celular v po
slgunos mediadores solubles como (Sa, | TR,y v factor de activacion de plaguetas Las celulas
fagociicas  (neutrofilos, cosinolilos  monocitosmacrofagos) tenen entre sus  funciones
lagocitosis y destruccion de los nicroorganismos. [stas celulas, cuando son estimuladas 1amhien
pueden hberar agentes 1onicos hacir ¢l exterior, con el potencial para danae microoigamsnos
demasiado grandes para ser ingeridos, ¢l tejido normal adyacente y celulis malignas Las celulas
fagociticas realizan estas funcionces a través de una variedad de mecamsmos que pueden ses
divididos comvenientemente en aguellos que son dependientes de onigeno y aguetlos que no lo
N

Ll oxigeno es una molecula temmodinamicamente reactiva y por lo tanto puede reaccionar con la
wayora de los elementos vy con muchas moleculas organicas  Sm-@nbargo, considerando su
cmetica. ¢l oxigeno ¢s nas bien merte v en la mayona de los casos requicre un catalizador pata
superal esta barrera cinetica Fsta propiedad ¢s necesana debido a que sin la barreca cietica
alta reactividad del oxigeno podna resultar en su deplecion del mediv ambiente v Ta perdida de
vida anacrobica tal como la conocemos fa base de ki cinetica inerte del onipeno es su
configuracion electromica Fo la mayoria de los casos los electrones se presentan cn pares

estabilizados por giros en direceion opuesta Cuando este no es ¢l caso. por ejemplo electrones

14



impares bomolecula ey un radical Bbre altamente reacina Foo s reacaiones de ondaaion ¢l
anigeno aeepta electiones de la molecula li cual es oxidada v en el proceso se reduce
Fareactndad del ovipeno puede ser merementada por reducaon v oexctacion |1 onigeno es
reduculo finalmente a agua por L aceptacion de cuatro clectrones. un embargo puede ocurnn con
Li formacion de mtermedianos altamente 1eactivos por ejemplo el anton superonido (03 peronido
de lidiogeno (H:00:) v el radical mdronilo (OH)  La exciacion ocurre cuando la absorcion de
enerpid dessu wno de los electiones ampares del ovigeno & un orbital de energia mas alta con
version del guo (spin) F producto. ovigeno libre (02). puede ocunm en dos toras smpletes
de onigeno delta (A,0:) en los cuales los pares de electrones mas nuevos ocupan el nusmo othial
tcon el otro ortital vaciv) y singletes de oxageno sigma (Lx0;) en foy cuales los dos electrones.
abora con giros opuestos. ocupan diferentes orbitales

Unoraspo caractenstico de los neutrofilos es su respuesta a la estimulacion con un marcado
incremento en ¢l consumo de onigeno  Estudios iniciales indicaron que ¢l estallido respiratonn e
los neutroflos no era necesano para la generacion de la energia metabolica requerida para la
fagocitosis  Smembargo. el estallido respiratonio parece ser requendo paia I actividud
microbicida optima como se evidencia por la disminucion  (pero no perdida) de 1a actividad
microbicida con la exposicion de neutrofilos 1 condiciones hipanicas v por fa asouizcon de i
detecto nucrobicida con ta ausencia de el estallido respnatono en los leucocitos de pacientes con
entermedad granufomatosa cromica. (FGC)

1 iermmo estallido respiratorio se refiere 4 un importante v abrupto cambio en el metabohsmo del
ovigeno  que ocune cuando los fagocitos son cstimulados v esta fonmado por una sene de
reavaones enzimaticas medisnte las cuales  los fagocitos estimulados convierten onigeno en
diversos metabolitos activos cnticos para la actividad bactericida Otras reacciones que incluyen
quimiolummuscema, vodacion de protenas. renovacion de hipidos v fijacion v degradacion de
algunas hormonas tambien son merementadas durante la fagocitosis

himediatamente despues de su  estimulacion. las células fagociticas desencadenan voa scne de
eventos que incluyen a) consumo de oxigeno. b) produccion de superondo. ¢) producaion de
peronido de hidrogeno. d} esnmulacion  del  flujo de plucosa a taves de Ip via hexosa-

monofostato. o) meremento en la produccoon de metabolitos de oxigeno como anion supesorido



10:) radical drovtlo (OH). singletes de onigene (0;) v perovido de hidrogeno (H.0:) v d)

ucremento en s facion de hajuios a poicaas o ndinacion

a} Incremento en el cons

10_de onigeno Los neatofilos en reposo consumen poco oxpeno y S
cnetgia la obtienen de la glicolisis anacrobica Ll estallido respinatono de los neatrolitos no es
neeesano para la generacton de energia metabohea requenda durante la fagociosis, mas hien
ocurre para una optima actnidad microbiaida apoyado esto en la observacion de que la actividad
miciobicida disimuve cuando lo< neutrofilos son expuestos a condiciones de hipoxia " Durante 13
mgestion de particulas. la captacion de Oy s mciementa mportantemente sobre los valoes
basales. L incremento en la capracion de oxigeno no se afecta por la exposicion de las celulas 3
clanuro, o cual indica que el estallido respiratono no se debe al mietabolismo mtocondnal 11
prmcipal papel del consumo de oxigeno ¢s proveer suficiente sabstrianto para la formacion de
metabolitos de vxageno que tenc accon marobiada 1 a detenmimacion del consumo de oxigenn
de fos PMNS durante ¢l proceso fagocitico constituve por tanto una forma de evatuar la capacidad
microbicida oxidativa de tos PMNL ™

b) Consume de glucosa via hexosa-monofostato 1a estimulacion de los fagocitos tambien ¢
asockt a un mcremento en la oxidacion de la glucosa via hexosa-monolostato. que es hasta dies
veees mavor que la produada por el ciclo de Krebs B primer catbono de glucosa es onidado
0. con plucosa o-lostato por accon enamatica El fosfato de nicotmanuda adenm dinudleordo
(NADP) sive como aceptor de electrones y dos moles de NADPH (forma reducida). se producen
por cada mol de glucosa o fosfato oxidads Durante la fagocitosis. una toyma en Ja cual la
ovdacion del NADPH ocurre es a traves del meremento de la actividad de una tlay oprotema
oxidasa gue requiere del NAUPH cema substrato Fa ovidacion del NADPH por esta oxidasi Ja
lugar a la formacion de superoxido (02), por la reduccion de un clectron del oxigeno molecaln
Uin segundo mecanismo por el cual NADP puede ser generado durante el estallido respuatonio o
a traves del catabohsmo del peroxdo de hidrogeno (H.0:) compuesto que s tormado cn
cantidades imponantes durante fa mgestion de particulas o por la activacion de celulas @ naves de
otros estnimulos

<) Poduccion_de metabolitos de vxigeno C oo tespuesta a la estimulacion de los fagocitos e

it

activa un sisterna de transporte de electrones transmembrana en el cual un nudedtido de pindma
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tpredomimimtemente NADP o NADPH) reduce onigeno v dan lugar a la formacion de metabohitos
de ovipeno Aungue algunos sistemas enzimaticos  pueden catalizar la formacion de anion
superonido a partu de O+ durante el estallido respiratonio. fa NADPH-OXNIDASA ev i puinapal
cuzima imphcada en esta reaccion Algunos autores postulan que el mecanisto de activacion
cnznnatica se lleva a cabo a raves de una protema cmasa C (PK-C). despues de una senie de
cventos que se desencadenan al mteraccionar higando-receptor. v oocurm a trnes deacido
araquidomeo mdependientemente de la fosforlacion * ° Dentro de fa vacuola fagociica s
utilizando NADPH como substiato, ks NADPH-OXIDASA catahiza la reaccion

202 NADPH -------- » 2027+ NADP « H

Aungue una paite del superovido producido se libera al espacio extracelular. Ja mayor cantidad dv
U, se convierte rapidamente en H,0, mediante dismutacion Fste fenomeno puede ocurmir en
forma espontanea como consecuencia del pH acido encoutrado en ¢l faposoma. siendo de pran
imponancia para la funcion microbicida de los PMNs, o bien ¢l 0: producido pucde escaparse de
fa vacuola fagocitica havia el citaplasma v reducirse a Hy0, por la enama superoxido dismutasa

(SOD). reaccion que ex toxica a la célula ™~

20.02H 5> H0, - 0.
Comu inccanismo de proteccion ante estos metabolitos, un sistema dependiente de glutation se
activa v ose produce la conversion del peroxido de hidrogeno donde participan las enzimas

glutation peroxidasa y reductasa

GSH (glutation reducido)
H-0- - NADPH »  H.0  NADP - I

Glurasion neroxadasa

Al nusine tiempo que se llevan a cabo las reacciones domde participan anion superonido s
peroxido de hdrogeno, se producen otros compuestos onidantes microbicidas como haluros

oxidados y radicales hidionilo.



Los halwos ondados son potentes agentes microbiadas. Estos agentes se producen en loy
fagocuos mediante 1eaccones catahzadas po una peroxidasa. en donde el H.0: ¢s utilizado para

ondar tanto CLcomo B al conespondiente acido hipohaloso

00 X(CL OBy beeeememimmees yHOX + O

Pevonidasa

I'n los weutrofilos y mouocitos. ¢l €1 es ¢l substrato fisiologico y la reaccion es catahizada por la
micloperonidasa. una enzama con un grupo prostetico semejante al hem y gue se encuentia
presente en altas concentraciones en los granulos de estas células Fu los tejidos. HOCT 1cacaiona
con ammas del mediv para formin cloraminas que también tienen propiedades miciobicidas como

o
"

NHLCE

HOCE « RN, -oemeeee -»>RNHCL 11,0
Ademas de la oxidacion de haluros, los radicales formados tienen extraordinaria fuerz oxidante
son 1os responsables del dano tisular en los sistemas biologicos FI principal 1adical es OH s e
produce en la reaccion “catalizada por metales” y descrita por Haber Weiss en donde of b * 7 oy

. ) Lo
reducido a be ar el 0 v cegpues reoxidado a Fe or el H0, con la consecuente
| Lyensp p 2

produccion de OH

Feo - H,O0n - e O - OH

L.a via por la cual se obticne hierro para esta reaceion es a traves de su hberacion de la ferritma
que ocarre cuando se expone a b, "

Durante esta nisma rcaccion, in compuesto muy inestable v de alta energia, o smglete de

avigeno. tambien e producido @ partir de {a interaccion de el ton hipohalito con ¢l H.0.
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v de da rapida dismuatacion espontanca del superovido

O 0« - HO -0

Metados de medicion del estalhido respiratorio

Los pasos del metabohsimo oxidatvo de los PMNs pueden ser evaluados por diferentes mietodos
I determmacion de anion superoxido se realiza mediante la reduccion de ferrocitocromo € a la
torma ferrosa Ll peroxido de mdrogeno puede detectarse por su reaccion con peronidasa o por it
ovidacion de donadores de hidrogeno, en este ultino caso puede utilizarse la onidacion de 100
tenol para wedu el HAO. " Meodos wiphamente utilizados v que evaluan en conjunto ¢l estallido

respiratono son quimiotumimiscencia v reduccion del colorante nitroazul de tetiazolio

Quimioluminiscencia. Los neutrofilos estimulados por el contacto con dnersos agentes que
pertuiban ta wembrana celular emiten en forma abrupta energia lumumosa  (quimiolummmiscencia)
Se considera que el fenomeno lummiscente es secundario a la generacion de las dinersas especies
onidativas clecttonicamente exitadas (027 H:O: 02). aunque no hav unamimidad en cuanto a la
espeaie que principlamente produce &l fenomeno ™ Se ha postulado gque durante las reacciones
donde el singlete de oxigeno v sus productos de oxidacion pasan al estado de reposo s libera
energia en forma de totones y se capta una caracteristica fluorescencia o guinnolumimscencii que
puede ser medible Rajo condiciones de anaerobiosis. en pacientes con FGC o en deficiencris o
ltetaciones de fa enzima mieloperoxidasa (MPO), no ocune ¢l fenomeno himimscente Lstos
hallazgos ndican que la quimiolununiscencia es dependiente de la disponibilidad de O s
actividad de la onidasa inicial para la formacion de Ox-. H,0: v la actividad de la MPO ©

o respuesta quinnolumumiscente en los pranulocitos puede ser magniticada con substratos
secundanos como fummol (5-ammo-2.3 dihydro- | 4- flalazinediona) v lucigenma (10,10 -dimenl
9-0" dintrato de biaending) Ambos se utihizan para medir diferentes eventos metabohcos dentro

del PMN- i respuesta amplificada por lummol telleja princspalmente la actividad de fa MPO

(v



Cuando dicho substrato es oxidadv. se ongina el anon anunoftalato que es nestable. el cual al
pasdr al estado de reposo ennte luz como mecanismo de pérdida de energia. magmficando de esta
torma la luminiscencia 1.a quimiohuminiscencia amphficada por lucigenina mide la oxigenacion
asociada a la oxidasa.

Eloanahsis de quimnolummiszencia ongmalmente se desanollo para exanunar ¢l estalhido
respuatono celular la produccion de sadicales oxidantes v la generacion de otros apentes cuva
funcion  es chownar los  patogenos microbianos  Numerosos  estudios han  utilizado L
quimohimmscenaa para evaluar los pnmeros cambios que ocurren en Jos granulocitos durante
los procesos infecciosos v otros procesos patologicos Algunos cstudios han sugendo que los
receprores de la superticie celular vy los productos del metabolismo oxidativo de los granulocitos
pueden reflejar ef estado funcional de la célula Diferentes estimulos pueden seleccionarse para
discinmmar los eventos relacionados con receptores de los que no requieren de estos para
desencadenar el metabolismo oxidativo de la célula Inmunoglobulinas v complemento opsomzan
paruculas y mediante receptores I'c y CR desencadenan la respuesta fapocitica y actividad
metabolica celular, En contravte, estimulos solubles como PMA (forbol-miristato-acetato) no
requieicn de receptores para que ocwra degranulacion v estallido respiratonio De esta torma de
acuerdo a los cstimulos utilizados, mdirectamente pucden mferirse las condiciones de expresion de
receptores, Las aplicaciones ¢lmicas del analisis de quumiolumnumscencia de los fagocitos son
diversas v es una metodologia sensible en fa medicion de la capacidad tagocitica y de la integndad

del metabohsmo oxidativo celular ™

Reduccion del colorante nitroazul de tetrazolio (NBT). El colorante NRBT en su forma oxidada es
amanllo y tunciona como aceptor de electrones de diversos donadores Al reducirse ¢l NBI. se
{orma un precipitado azul denominado formazan el cual es msoluble. Normalmente, un pequeio
porcentaye de granulocitos obtemdos de sanpre penfenca pueden reducir en fonma espontanca ¢l
colorante, pero ante condiciones o estimulos que descencadenen ¢l estallido respiratono, mas del
80% dc los PMNs pueden reducir et NR'T En la célula intacta. la reduccion del colorante se feva
4 cabo en su superficie y en los tagosomas y puede ser mhibida por la SOD la cual es un marcador

de la produccion de superoxido v por lo tanto dependiente de todos los factores que 1eguien I
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tormacion de este compuesto La reduccion de NBT es un metodo para evaluar fa actividad

oxidativa de las celulas fagociicas

Actividad Miciobicida

Cuando las particulas unidas a la superfioe de los fagoatos son mgendas y se ha formado el
fagosomia. se sucitan  mecamsmos para ia destruccion de particulas v micioorganismos dentro de
los cuales destacan 1) fusion del fagosoma a los granulos croplasmaticos y la subsecuente
descarga del contemdo de los granuwdos al fagosoma, procesv denominado degranulacion, y 2) la
generacion de productos denvados de la reduccion del oxigeno gue son altamente toxicos,
proceso llamado estalhdo respiratonio La muerte y digestion de particulas o nucioorganismos

depende de estos mecanismos

Degranulacion,

Todas las celulas fagociticas implicadas en la mueite de microorganisinos contienen enzimias
hidroliticas v otras proteinas microbicidas dentro de  vesiculas limitadas por  membrana
denonunadas lisosomas. Comio ya sc ita mencionado. durante el proceso de maduracion del PMN
aparecen los granulos prmarios o azurofilos en el estadio promiclocitico v los pranulos
sccundanos o especificos en el miclocitico FI contenido de estos granulos se ha estudiado
extensamente mediante tecnicas histoquimicas y bioquimicas. Se ha definido la secuencia por la
cual ocurie la degranulacion v se ha demostrado que durante la fagocitosis de particlas, la fusion
de los granulos especificos con la membrana plasmatica v la consecuente descarga de su contenido
al hquido extracelular (exocitosis), precede a la fusion de la membrana con los granulos primarios
situacion  que permite proponer que los granulos especiticos esteén adaptados unicamente para
funciones secretoras. ya que  posterior a la accion de determinados estinlos los granulos
especificos pueden fusionarse con la membrana en ausencia de fusion con los lisosnmas
primarios " Ademas, los pranuicy secundarios. a traves de su fusion con la membrana plasmatica
contribuyen al recambio tanto de 1eceptores como de la misma membrana, intervimendo de csta
torma en ta regulacion de los fenomenos de agregacion, migracion v estallido respiratorto. Fos

aranulos pamanos. a traves de su fusion con los fagosomas (fusion fagolisosomica), mtervienen
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principalmiente en los mecanismos microbicidas mtracelulares de fos PMNs 1 os mecanmsmos
mciobicidas de los PMNs pueden ser divididos de acuerdo @ su dependencia de oxigeno en:

. o
ovidatinos v no onidatives ™

INFECCION POR VITTY LEEUCOCITOS POLIMORVFONUCLEARES

10 1988 Murphy y cols . evaluaron la integndad funcional de los neutrofilos en adultos con SIDA
determisando In capacidad bactenada v la produccion de superoxido Con respecto a a
capacidad bactenada. estos autores  encontraron que la sobrevids de N aurens despues de 90
mnutos de incubacion con neatrofilos de 11 pacientes fue sipnificativamente mas grande cuando
se comparo con 14 controles sanos (325 ¢ 386 v 1381+ 139 P .001) Por ¢l contrano, Ta
produccion de superoxido fue mavor en los neutrofilos de los pacientes con SIDA gue en los
controles.  Aungue estos autores demostiaron  disminucion en la capacdad bactencida de los
PMNs de adultos con SIDA para matar 5 awrens w vino, concluveron gque esta alteracion no
podia explicarse por los defectos en la produccion de substancias antimicrobianas dependientes de
oapeno .

o1 otra parte, al evaluar la produccion de superoxido (O ) por los neutrofilos de 71 pacientes con
infeccion por VIH en diferentes estadios de la enfermedad. se encontio que s produccion m-vatro de
O estuvo significauvamente disminaida en los pacientes con infeccion por VIH coando se comparo
con la de neutrofilos de controles sanos, tanto en reposo como después de la estimulacion. |l grado de
afectacion en la produccion de O, fue mas pronunciado en pacientes que tenan  cuentas bagas de
linfoctos €1 Aunque en este estudio no se evaluo la actividad microbicida de los PMNs. los
autores proponen que los trastomos cn el metabolismo ovidativo de estas células pueden contibub a fa
miyor susceptibilidad de estos pacientes a infeeciones bacterianas sefas ¢ infecciones por alpunos
sermenes oportunistas

Al ¢evaluar fa funcion de neutrofilos de 6 pacientes con SIDA v Sarcoma de Kaposi (SK) en 2!
pacientes con complejo relacionado al SIDA (CRS) v en 29 controles samos, s¢ encontro una
disminucion significativa en la quimiotaxis de los neutrofilos de tos pacientes con CRS compaiada con
la de los pacientes con SIDAL SK o controles sanos I'n este mismo estudio fos sueros de pacientes con

SIDA. SK v con CRS inhibieron. significativaniente, la quimiotaxis de los neutrofilos de controles

t—
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sanos. el calentaniento del sueto supnnno 21 ctecto inhibrtoro Resultados sumnilares se encontiaron eo

ta capacidad microbicida sobwe Condida albicans por las PMN de los pacientes evatuados ™' 1ste
cstuio encontio detectos en by imcion de fos neutrofilus v suprere que estos pueden ser debidos on
pante. i factores sencos

Ademas de su actividad fagoaiica. los neutr ofilos tenen actividad antivinal siendo la principal T
actvidad citotonica dependiente de anticuerpos (ACDA) Fnoun estudio en que se compaio esta

actmadad en celulas PMNs v mononucleares de nios con mteccion por VIH con la de células de
adultos mtectados, adultos sanos v ninos sanos de edad similar,  se encontio que las celulas de
nmios VIH positivos ncubadas con mmunoglobulina liperinmune contra VIH tuvieron ACDA
significatnvamente menor que la de los nios sanos La ACDC de mononucleares de adultos sanos
en presencia del plasina de nios con VIH  fue signilicativamnente menor que la de las nusinas
celulas en presencia del plasima de adultos VIH positivos  sintomiaticos v asintomaticos  Istos
experimentos evidenciaron que el detecto de la ACDA en PMNs de nidos con infeccion por VI
¢s debida tanto a defectos de las células fagociticas como  a alteraciones en el plasma de estos
pacientes. "

Los ncutrofilos son un tactor importante en los mecamsmos de defensa det hospedero contraa
asperpillosis Los mdividuos atectados por VIH pueden adguinir aspergillosis invasiva s presenta
ouos factores de riesgo cono neatropenia o tratamiento con corticoesteroides Roihides y cols
evaluaron la actividad antifingica de PMNs vs Aspergilius funugams en 31 ninos con mfeccion
por VIHE ()5 con Imtocitos CD4 ajustadas por edad - 25% y 16 con €CD4 - de 25 %) vy~
comparo con la actividad de PMNs de controles sanos  La actividad microbicida no se encontio
atectada en los ninos VIH positivos con CD4 - de 25 %6, por el contiano, en loy 16 miios con
Infocitas CD4 - de 25 ®6 se encontro una dismmucion  significativa de su actividad fungicida
Cuando los PMNs de fos controles fueron incubados con el suero de Jos ninos mtcetados por VIH
se abservo una supresion de la actividad antifungica Sin embargo. la incubacion con las protemas
recombinantes de VIH gp 120, gpd1 y P24 no inhibieron la respuesta Fstos resultados sugieren Lu
presencia de factores inhibitonos de la funcion fagocitica de PMNs en ¢l suero de personas con

mieccion por VIH v cuentas bajas de CD4

[
ey



Aungue ¢l hallazgo caractenstico de la mfeccion por VIH-1 ey la deplecion de loy hntocitos CH4
conconulantemente se presenta ung amphia gama de alteraciones en la tuncion mmune de diversas
celulas como se evidenvia en los estudios mencionados previamente  En algunos casos ostos
delectos son debidos a afectacion directa de la celula, mientras que otios  son probablemente
secundanos a factores sericos

Debido a que el neutrofilo es la célala efectora primana en las defensas del hospedero conta
bactenas v ciertas mtecciones por hongos.  decidimos  evaluar la fincion de estas celulas
retandolas i vatro con Ao oanfleenzae tpo b, una de las bactenas que  suelen  ocasional
mfecciones graves, -pero potencialmente prevenibles por nmunizacion- en pacientes pediatticos

e

con mtecaon por VIH Nuestio  propesito tic obtener un mayor conocimento de los

mecamsmos mvolucrados en la susceptibilidad de estos nifios a mlecciones bactenanas



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como consecuencia de as alteraciones en su funcion mnne. los uinos con infection por Vi
presentan una maver susceptibilidad a nfecciones bacterianas  Diversos autores han postulado
que las alteraciones en la funcion de las celulas tagocmeas pueden contribuir 4 este meremento en

susceptibihdad. Simoembargo.  los mecamsmos mediante los cuales ¢f VI afecta las  celulas
fagociticas no han wido completamente detenmmados  Comparada con la umportancia de los

mononucleares en el control de las intecciones virales ¢l PMN tiene un papel detenmnante en la
1espuesta mnwane a la mvasion del hospedero por bactenias v hongos. Por lo tanto las alteraciones
mduadas en los PMNs por VIH pudiesen conducir a depnmir su- actividad fagouitica

Ia climmacion de nicroorgamsmos causantes de infecaon. requiere de wma adecuada funcion de
las células fagociticas, en cada uno de os eventos que se desarrollan durante ¢l proceso de
lagoctosis Debido a que los germenes encapsulados ocasionan infecciones frecuentes en estos
nmos consideramos que la utlizacion de una bactena de mportancia chimica como Hooifluenzae
tpo b nos permitira tener un mejor conocimiento de la funcion de los PMNs en nios con SIDA.

ademas de determinar cuat os el efecto del suero de cstos nios en la funcion de estas células.



PROBLEMA GENERAI
CPasten diterencias e la actividad tagocitica v microbicida de polimortonucieares de ninos con SIDA

al compatatla con la de pohmortonucleares de nios sanos retados m vitro con - intleercae tipo

vpsomizado con diterentes sueros”?

HIPOTESIS GENERAL

1 actividad tagocitics v microbicida de polimorfonucleares de nios con SIDA - es menor a la de
polmorfonucieares de nos sanos retados in vitro con 7/ mfluenzae tpo b opsomzado con dilerentes

RYHIEY

Y6



OBJETIVO GENERAL

Comparar la activdad tagoctica v microbieda de polimortonucleares de nios con SIDA y de

nsitos sanos retados i vitro con /4 mfluenzae tpo boopsonizado con diferentes sueros

OBIETIVOS ESPECIFICOS

1 - Comparan I actividad fagoertica y microbiaida de polimortonucteares de nifos con SIDA y de miios

sanos tetados i vitro con 2 influenzae tipo b opsonizado con suero hipogamaglobulineimico

2 - Comparar la actividad tagocitica y microbicida de polimorfonucleares de ninos con SIDA 'y de ninos

sanos retados mvitro con /1 influenzae tipo b opsonizado con sueio hipennmune contra Hib

3 - Comparar la actividad fagocitica y microbicida de polimortonucleares de nifios con SIDA y de nios

sanvs retados mvitro con /1. mfluenzae tipo b opsonizado con suero de nitos con SIDA



MATERIAL Y METODO

Poblacion de Fstudio  kn el presente estudio se evaluaron PMN de  miios con diagnostico de
mfecaion por HIV que acudieron 2 Ja Clnica de Inmunodeficiencias (C1HNDI) del Hospital
Intantil de Mexico Federico Gomez en ¢l periodo de enero a septiembre de 1995 Bl proyecto se
sometio v {ue aprobadoe por el Comite de nvestigacion v Etica de la Institucion con ¢l repastro
HIM 94004 Se inchiyeron nitos de 3 meses a 13 anos de edad. de ambos sexos. Todos los
pacientes cumplieron los enterios de fos CHOC para la definicion de caso de Sll)/\m el nifos v la
mteecion por VIH se conobers por Flisa v Westem blot en mayores de 18 meses v en menores
de esta edad por medio de cultivo, identficacion de Ag p2d o reaccion en cadena con
pol\nlerasa.Pu

l'odos los pacientes tuvieron evidencia de mmunosupresion severa (- 15% CD4) de acuerdo a la
nueva clasificacion de los CDC para mfeccion por VI en nifos v no presentaban evidencia de
mfeccion secundana  en el momento de entrar al estudio o en los 15 dias previos  Todos se
encoutraban recibiendo terapia antirretroviral v profilaxis con trimetopoim sulfimetoxasol paca /?
carpur Se obtuvo consentimiento esento del padre o tutor para que ¢l nuio participara en ¢l
estudio Se excluveron mifios que presentaban alguna de las sigutentes condiciones pacientes que
s¢ encontraban recihiendo  mmunomoduladores  (luterteron. factor estimulaste de colonias.
mmunoglobuling 1V), leucopenia (+ de 2 S00) v pacientes que habian recibido previamente viacuna
conjugada de /1 influenza tipo b

I.as muestras de sangre de les contruics se obtuvieron de ninos que se eucontraban propranados
para cirugia clectiva con edad de 3 meses a 13 aios. de ambos sexos v con consentinento esciito
del padre o tutor.

Sc rcalizaron ensayos preliminares utilizando PMNs de adultos voluntanos “sanos™ con el
proposito de adiestrarse en las téenicas de separacion de células, manejo de equipo de laboratosio
v de mstrumentos de medicion v estandarizacion de los ensayos De igual torma se reahizaron
expetimentos repetidos de quinmoluminiscencia v de capacidad bactericda para deternnar la
relacion célulabactenia mas adecuada para la realizacion de los experimentos, encontiandose gue

la relacion 2001 fue la imas adecuada (gratical)

Baclena

Seuihizo una cepa ATCC 33533 de Havmophihus influenzae tipo b (Hib) La bactera se conservo
en feche semidescremada a -707°C. 4 partir de esta se realizaron siembras en agar chocolate
enrguecido con factores de crecimiento X v V. Para deterniinar la fase logantimea tardia de

crecimiento de la bacteria. (gratica 2) se tomaron § unidades fosmadoras de colomas v se



colocaron en 20 ml de medic HHI (3rain Heart Intusion) adicionado de tactor de creciniento al
M s mcubaron & 379C en un ambiente de €0y al 5% Se tomaron alicuotas para realizar la
medicion de la absorbancia cada 4 horas en un espectofotometro marca Bechman modcelo 26 i una
longitud de onda de ST5 . una vez que se encontro la fase logaritmica tardia de crecimienty de
la bactena. en promedio a las 18 hrs (absorbancia de 0 533) se realizaron diuciones del medwo de
cultivo para determinar ¢l numero de unidades formadoras de colonias que correspondia a csa

dbsorbancia - Fealeulo del numero de bacterias se efectud con la siguiente formuta

numero de ute X factor de dilucion

Uimdades formadoras de colonias (ufc)- ==--=seemmmreomomoinooee s

0.01

Pia la realizacion de cada experimento se¢ coloco la bactena en medio de cultivo de la forn
previamente descrita y después de 18 horas se ajustd a una absorbancia de 0 533 nm (27 X 108
bacteniavml) Se centrifugo a 6 000 RPM por 10 minutos a 40C. se tira el sobrenadante v sc
reahzaron dos lavados mas con solucion fisiologica al 0 9%, finalnente la bactena se suspendio en
solucion balanceada de Hank's con pH de 72 [a  opsonizacion de la bactena se efectuo con
distintos sueros al 10%  suero humano hipogamaglobulinémico, suero AB bhiperinmunc contra
Hib (48 30 pg/ml de anticuerpos anti-PRP-aucaw 1-). v suero de los nifos con SIDA - Para
opsonizar la bactena, esta se coloco en tubos para microcentnfuga (eppendortt) can los distintos

sueros a 37°C por 30 minutos

Los feucocitos PMNss fueron ohtrmdas de sangre venosa peritérica de los mitos con SIDA 'y de los
controles sanos Se extrajeron 5 ml de sangre en jenngas desechables, esteriles, se utilizo como
anticoagulante 10U de heparina (Heparth-1000, 20th Century Chemical de México, SA de C V)
por cada milibtro de sangre

La separacion se realizo siguiendo la metodologia de Bovum modificada. que permite la
separacion de PMNs de mononuclcares mediante un gradiente de densidad y centnifugacion. v de
los entrocitos mediante lisis lpotonica “la sangre heparinizada se coloco en tubos de
poliestireno y se diluvo voluinen a volumen con solucton salna al 0.85% pH 72 bn la base del
tubo. se colocaron 2 ml de Ficoll-hypaque con una densidad de 1077 Se centnifugo dwrante 29
minutos a 1500 RPM a 49C Posteniormente, se climing ¢l sobrenadante gue incluia la capa de

mononucleares (Utilizada para la determinacion de subpoblacion de linfocitos). Hi sedimento se



resuspendio en S mibde Sol htica (FDTA.NH,CL NaHCO5,H>0 ), v se dejo el wbo en reposo §
mmutos hasta gue los plobulos rojos se hisaron totalmente. Se centinfugo nuevamente por 10
imutos S elimino ¢l sobrenadante. quedando unicamente ¢l boton de polinortonucledres Se
agrepo 1 ml de sol hncay se completo el tubo con sol salina Se centrifugo durvante 15 minutos a
4% Ca 1500 RPM Finalmente < resnspendio ¢l boton de PMN s en 1 ml de solucion balanceada
de Hanks (pH 7 2)

Para ¢l conteo de los PMNs se preparo una suspension de células v colorante de furk (20 plde la
suspenston de células v 80 pd de colorante) Se colocaron 20 pl en camara de Neubsuer. por medio
de microscopia de luze se determino el numero de  celulas por cuadrante  Posteniomente s

caleuto el numero total de celulas ml con la siguiente fomula
No de celulas  No de celulas cuadrante X Dilucion X 107

v) Viahihdad y purcza
S¢ preparo una suspension de células v colorante de azul tripano volumen s solumen 1
viabilidad de Tos PMNs se corroboro por 1a exclusion del colorante por las celulas sivas, ya que
solamente se tifien las celulas motertas De esta forma se obtuvo ¢l porcentaje de suabilidad.
requino de mas del 959 para la realizacion de los ensayos Adenias e tineron fiotis con coloiante
de Wnght, los cuales se analizaron para controlar la pureza de la poblacion celular. igualmente se

1tequirto de una pureza mayor de 95%0

:nsayo de Quinioluminiscencia

La evaluacion del metabolismo oxidativo o produccion de intermedianios de ovigeno por los
PMNs  se realizo por un ensavo de quumiolumimseencia in-vitro de acuerdo con o descrito po
iasmon” en un lummometro LKB-Wallac 1251, el cual contienc un totomultiphcador que
convierte los fotones liberados en unidades de corriente cléctrics, de tal forma gue
quimiolummiscencia se expresada en mV  Se unlizo como ampliticador de la respuesta. el
subatrato luminol (S-amino-2 3-dibidro- 1 3-falazinedona. Fastman Kodak Co . Rochester NY) 11
Lol fue preparado v s¢ cneseroa como solucion 275 pM oy diluido en HBSS para una
concentracion final de 1 pM en cada vial  En cada ensayo. se colocaron en tubos pary
hmmometro ([ ummometer  Cuvettes) ox107  bactenas:3n109 PMNs  (relacion 200 1)
ajustandosc a un volumen  de 900 yl con HBSS. lus tubos se volocaron e ¢l lamimometro v se
matnieron a 379C procediéndose a la lectura basal (2 ciclos), despues de esta se anadieron 100

yb de fummol a cada tubo (volumen tinal de | m)y se leyeron durante 30 ciclos Cada ensavo se



icahizo por dupheado. registrandose Tos picos maxmmos (promedio) para cada condwaon de

DpNONIZACTON

Insayo de capaadad bactenada B ensayo se reahzo de acuerdo a la tecmca deserna por A
Ferante con alpunas modificaciones En tubos eppendortt marcados como tiempo 07y tiempo
W00 pars cada wna de las condiciones de opsonizacion, se colocaron 6x109 bactenias previamente
upsonizada con dos tipos de suero hiperimune v suero de nmos con SINDA- como s¢ descnbio
previamente se anadieron W10 PMNs (rel 20 1) se agrego HBSS para alcanzar un volumen
tinal de 0 S mly se incubaron durante 30 mmutos en agitacion v con temperatura constante de
37VC Cada emsavo sereahzo por dupheado  Despues de este tiempo se agregaron a ada tuho
S00 ul de amihacing a una concentracion de 16 pg/m! vy s¢ incubaron nucs amente por 30 minutos
para natar las bactenas extracelulares.(Se utilizo amithacna ya que se conoboro ta susceptimhdad
de esta cepa movitto voes un antibiotico gue no penctra la membrana celulary  Despues de la
mcubacion los tbos marcados como tiempo 0 se centnfugaron a 1500 RMP. se Tavaton 2 veces
en HBSS. v posteriormente se agrego | mil de solucion salina para hisar los PMNs, dilerentes
diluciones (1073 104 v 10°%) <¢ sembraron en placas de agar chocolate, despues de 24 horas de
meubacion en atmostera de CO7 al % se detennino el nummero de ule Los tubos marcados coma
tiempo 30° se meubaron por 30 minutos mas v despucs se les realizo ¢ mnsmo procedimiento | os

resultados se expresaron como el logantmo de la reduccion de ute después de la incubacioon

wlc alos O non

INDICE BACTERICIDA(lor 10

ufe alos 30 nm
Los resultados se expresaron como porcentaje de muerte bactenana

Analisis estadistico Se utilizo estadistica descriptiva para ka presentacion de Jos datos en tablas y
grificas. Las caractensticas chmeas v demograficas s¢ analizaron por medio de estadistica no
parametnea  La contrastacion de los resultados de quimioluminiscencia v capacidad bactencrda
sercalizo pot medio de anahsis de vanianza de dos vias Fste modelo se utilizo con el proposne
de  determinar ¢l efecto que los factores  grupu  (sda-sano). tpo  de suero
(hipogamaglobulinémico. hupennmune y suero de pacientes con SIDA) v la mteraccion grupo-tipo

de suero tuvieron sobire lag vanables dependientes

La tormula para el modeto utihizado s Y A v B,



I paventes

SHETON
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RESULTADOS

CARAUTT RISTICAS  CLINICAS Y DE FABORATORIO DE LOS PACIENTES Y
CONTROIFS

lLas caractensticas demograficas y climeas de la poblacion de estudio  s¢ muestran en la tabla
No 1 No encontramos diterencias estadisticamente signiticativas en las caractensticas climcas v de
laburatono entre los pacientes v los controles La edad promedio de los pacientes fue de 733
meses (I8 7-1527) y de S5 meses (199-121 1) para los comtroles No existieron diferenciar
sipnificativas entre Jos pacientes y los comroles sanus con respecto a edad. sexo, v mumero de
PMNs (tabla 2) Al momento del estudio todos los ntnos con anfeccion por VIH teman

mmunosupresion severa (lidocitos CIY4 - 15 % )y se encontraban recibiendo prolilanis para £
caripue con Inmetopnmisulfametoxazol 2 pacientes se encontraban recibiendo AZ7T 3 ddl vy §
AZT-ddC  Aunque  alpunas de las manifestaciones clinicas de ta mteccion por VIH fueron
diferentes. 1odos os pacientes teman antecedentes de haber presentado mfecciones bacterianas de

repeticion (otits, sinusitis, neumoma. sepsis) Ni los pacientes m los contioles presentaban

evidenaia clinica de infeceion bactenana o por oportunistas al momento del estudio

QUIMIOLUMINISCENCIA DI PMNs

Cuando se utthzo una aelacion de PMINDactena de 200 1. el pico de la actividad guimioluminis-
cente (X+DS mV) de PMNs opsonizados con suero hipogamaglobulmemico fueron de 25 35 ¢
2191 mV para los nifios con SIDA Vs 535 « 21 01 mV para los controles p 0.01. Cuando ¢!
suero iperimnune AB o ¢l suero autolopo fue usado comu opsonina, los PMN de ninos con
SIDA solo incrementaron su respuesta a S4.64 + 3424 v S2.41 ¢+ 3873 Vy 13073 2030 v
128 54+ 36.80 para los controles p—0 000 y p-0 000 respectivamente. (1abla 3)

I os efectos considerados en el analisis de vananza fueion grupo, tipo de suero y la mteraccion
grupo-tupo de suero Se encontraron diferencias significativas eatre pacientes y contioles v entie

upo de suero en los contioles (1abla 5)



CAPACIDAD BACVERICIDA DI PMNs

L capacdad bactenada de PMN de minos von SIDA independientemente del sucro utilizado
pavi opsonizar la bactena fue sigmticativamente menor que la de los PMNs del prupo contiol 1a
capacidad bactenicida (X £ 1DS) de PMNs retados con Hib opsonizado con suero AB hiperimmune
tue 1 02-0.47 paa los mnos con SIDA Vs S.64- 2 39 para los controles. p 0 000 Cuando ¢l
snero de fos ninos con SIDA fue usado como opsonina. 1os PMNs de nifios con SIDA mostraion

uni capacidad de T o043 versus 46741 2 para los controles p 0 000 (1abla No 4)



Tabla de ANOVA para QUIMIOLUMINISCIENCIA

T T
Faente de vanacion Suma de Grados de Cuadrados Valor I Significancia
| cuadrados | labertad | Medios | de F
| T
Grupo [ wm_cnj ! 59771 93 04 14 o000 |
Lipor suero | 3993584 2 1990692 214 000
Grupo-Tipo de suero ’ 9360 17 2 | 4683 08 S 03 010
L2 HpO SRS | a5
ssidug 2495 5 v:
| Residual ___+_50_1 195 4 ' 13194 | ]
Modelo ~foiosemea i & . | MR L g o} oo
Lotal 159390 89 59 ! 270164 | |

R Cuadrada

R Cuadiada Ajustada

684
055

T'abla de ANOVA para CAPACIDAD BACTHFRICIDA

b T T
Fuente de vanacion [ Sua de Ir Grados de Cuadrados Valor I | Sigmficanuia
. |
| cuadrados Libertad Medios | de b
T T
Grupo 126 99 I 126.99 13272 _L 000
lipo suero 259 1 2.59 2.70 109
L L _ L N 1 ek {
upo- s sue ) 62 262 27 77
Grupo- hipo de suero | 202 [ 6 . 107
Residual fe 34.45 30 - 96 | B | R N
Modelo 113219 3 06 16 05 000
= — = 1— { 8
otal | 106.03 39 | 3 | |
R Cuadrada 793

R. Cuadrada Ajustada-

T

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

quimioluminiscencia se companon con analisis de vananza de una via

mostrados en las 1abla 3

Los resultados son



DISCUSION

Fax mnos con mteccion por VIH tiene un alto niesgo de desantollar infeceones bactenanas y
debido u que los neutiofilos consutuven li celula efectora primaria en las detensas del hospedero
contr sdecaiones por bacterias v por ciertos hongos. es tmportante determinar su capacidad
tukcional Con el proposito de mejorar los conocimientos sobre los factores que pueden nflun
para la mavor suscepubihidad de estos pacientes a infecciones por agentes bacteranos, en este
cstudin se evaluo la capacidad fagocitica v nicrobicida de PMNs retados o vitro con Hib - Se
cvalumron los mecamsmos oxidatinos asociados a la capacidad fagocitica de PMNs de pacientes
pediatricos con inmunosupresion severa por VI g través de un ensayo de quimioluminiscencia |
capaadad bactencida fuc determunada  mediante un ensavo en placa en ¢l cual s¢ sembrason
ahcuotas de la mezcla de PMNsbactena,  despues de incubacion se deternino ¢ numero de
unidades  tormadoras de colomas (aplicando un indice bactencida)  Fsticron  diterencias
cstadisticamente significativas en la capacidad tagocitica y mucrobicida entre los PMNs de los
niios con SIDA y los del grupo control evidenciado en los picos de quimiolnmimscencia de
polimortonucleares retados con /1 mfluenzae tipo b opsonizada con suero hiperinnune. con
sucto con hipogamaglobulinemia. v con sucros de miios con SIDA, siendo menores en nmos
enfermos que  en nifos sanos, ¥y obsenandose tambien  una  capacidad  bacteriada
sigmficatinamente menor en e ws PivINg de nids con SIDA

I.a mtegndad funcional de los PMNs en pacientes adultos con HIV se ha evaluado por diversos
autores  La produccion de supcroxido.  fagocitoss v capacidad bacteacida de PMNS conua
Staphviococcus aureus se ha reportado disminuida en adultos con SIDA Y Fllis v cols
evaluaron fa funcion de los neutrofilos en adultos con SIDA y con complejo relacionado al SIDA
v oencontraron que la quimiotaxis de PMNs estd mas disminuida en estadios tempranos de I
entermedad que en pacientes cuyo padecimiento esta mas avanzado (SIDA -+ Sarcoma de Kaposi)
L este mismo trabajo. obsenvaion que las alteraciones en los neutrofilos son en parte debidis
anormalidades en ¢l suero de estos pacientes” En otro estudio, Nielsen v cols. observaron
resultados suulares en fos que los pacientes con ana duracion conta de la enfermedad teman una

respuesta quimiotactiea alterada, .nientras que en pacientes con una evolucion nias prolongada del



padecimiento dicha respuesta ers normal ™ Par el contraro Baldwin v cols encontraron que
sencraaon de saperonido, fagocitosis, capacidad bactevcida v actividad atotoxica dependiente
de anttcucipus (ACDAY de PMNs cran normales en la mavona de lus pacientes con SIDA™
Inciemento en la tagocitosis v oen la generacion de productos reactnos de oxigeno de neutrofilos

IN

fue demostrada por Rydery cols™ v por Bandres v cols ™ Sin embargo Pitrak v cols ™ en un
estudio en el que evaluaron mecamsmos oxidativ os mediante guinmolunmuscenciy en PMN de 71
adultos con SIDA. enconttaron que ¢l estallido respiratorio de fos PMNs et mas deficiente
cuanto mas avanzaba la enfermedad v las cuentas de CD4 disminuian Estos autores especularon
gne la dismmucion en el metabolismo oxidative de neutrofilos abservada pudiera no solo estar
implicada en la patogénesis de mtecciones bactertanas y oportunistas. smo tambien en la de la
propua mfeccion por VI 1Ta natraleza de estas contradiciones no es clara, b parte puede ser
exphicada por diferencias en las manitestaciones clinicas de la mfeccron por VIH o por presencia
de infeccion secundaria en los pacientes estudiados Por ejemplo.  Elis™s Niclsen™ estudiaon
pacientes con SIDA - Sin embargo. las principales manifestaciones climicas de SIDA - Tueron
diferentes ko el estudio de Ells, la principal manifestacion de SIDA tue smcoma de Kaposi y
solamente 33% de los pacientes con SIDA v 18 % de los pacientes con complejo telactonadu a
SIDA teman antecedentes de intecciones bactenanas, poi el contrano. en el estudio de Nielsen
mayoria (17/18) de los pacientes tuvieton infecciones oportunistas In el resto de las estudios
senalados anteniormente no se proporciona informacion acerca de las manitestaciones chnicas de la
infeceion por VI en fos pacientes La pran mayona de los estudios realizados hasta a fecha se
han etectuado en adultos con SIDA v han utiizado  Stphylococcus aurens o permences
oportumstas paa retar a las células tagociticas.

I's posible también que las diferencias observadas entie los estudios se debieran a la metodologia
empleada para la realizacion de los ensayos ‘Todos los autoies que reportan  disminucion o la
actividad de los PMNs en pacientes con VIH usaron células libres de sueto autologo, = ™ por ¢l
contrano en alganos de 1os estudios que reportan incremento de la actividad de los PMNs. las

yon

celulas no estaban libres de suero ™ Por ejermplo, Bandres v cols nbhizaton celulas de sangie

petifenica sin sepmar para determinar fagocitosis v estallido respiratonio de los PMNs -



Aparentemente Ta presencia de suero autologo jucga un papel determivate en la actividad funcional
de los leucocitos PMNs en pactentes con infeccion por VIH
I'n nuestio estudio, todos los nios con infeccion por VIH teman inmunosupresion severa (CD4
13%) de acuerdo a la nueva clasificacion de los Centros paa Control de Enfenmedades de los
Fstados Unidos de Norteamenca ™' v todos  teman  antecedentes de infecciones bacterianas de
repeticion.  (otitis media, smusitis, neumonia).  Para la tealizacion de los ensavos de
quiniolununiscencia v capacidad bactenda. los PMNs de los contioles sanos v de los nnios con
SIDA tueron utilizados sin presencia de suero autologo Cuando se wtihzd suero autologo  para
opsonizay al 11ib. los PMNs de los nidos con VIH no mostraron respuesta, v tampoco mostiaron
supresion de la actividad  Por el contrano, los PMNs de los ninos sanos presentaron ana
respuesta mayor Fuoun estudio en que se evaluo la actividad funcional de PMNs en 63 pacientes
con infeccion por VI cuando las células  fueron incubadas s suero autologo tanto la
quimolunnniscenra de los PMNs como la  actividad enzzmanica muracclular se encontiaron
disminuidas en todos los estadios de la enfermedad No se obsend supicsion en la QU de PMNy
cuandos las cclulas se incubaron con suero autolopo. por el contiano, se observo imeremento en
la Q1 de Jos PMNs de los pacientes con SIDA ™ Estos resultados son similares a tos publicados
por Elhs, quien repoitd que la quiiotaxis en los neutrofilos de tos individuos sanos mcubados
con el sucro de los pacientes con SIDA o con CRN tue significativamente mayor que fa
quimiotaxis de neutrofilos mcubados con suero nonmal  Los PMNs de los pacientes con SIDA
wvieron quumotaxis normal cuando tueton incubados con suero awologo. mentias gue
quimiotaxis de una fraccion pura de los PMNs estuvo deprimida en estos pacientes.™
b papel del suero en la funcion de los PMNs de pacientes con nfeccion por VIH aun no se ha
esclarecido kn estudios en los que se ha encontrado incremento de la QL de PMN. de
donadores sanos en presencia de suero de pacientes con infeccion por VIH. se ha sugendo que
este fenomeno es debido a la miluencia de antigenos de VI sobre tos PMNs ™ " Elincremento de
la liberacion de anton superoxids pur tos neutrofilos bajo la influencia del suero tambien pudicra
estar mediada por citocinas v factores solubles ™™
Lus estudios mencionados previmmente se han realizado en adultos con inteccion por VIH-T No

existen estudios que evaluen fa funcion de leucocntos PMNS contra apentes bactenanos e



poblacion pediatnea con mtecaon poy VILL S embargo. debido a que Tos PMNs - han mostrado
ser oy elementos celulines mas inportantes del sistema mmune del hospedero para ol control
mtecaones por dettos hongos, se ha evatuado la actinidad funcional de estas celulas contra s
de Aspergillus funugatus In 31 nifos intectados con VIHL we encontro que la actvidad
mictobtada de los nmios con hntoatos CD4 -25% no  estaba alterada, pero st estuvo
significativamente dismmmda en pacientes con CD4 - de 25%  comparados con PMNs de
controles sanos i incubacion de PMNs con el suero de los ninos con infeccion por VIH supnmno
la actividad antifungica de los PMNs nonmales comparada con el suero normal. Ezste efecto no se
obsenvo con la imcubacion de los PMNs con las proteinas recombinantes de VIH gp 1200 gp 11y
p24"" Los factores que pucden vausar ¢l defecto de los PMNs pueden estar relacionados con el
virus o con ¢l hospedero. Las particulas virales o componentes de otros virus pueden atecti
directamente Ta funcion de los PMNs ™ Se ha encontiado que péptidos sinteticos de la envoltura
viral y glicoproteinas recombinantes de la envoltura de VIH (gp120 v gpd 1) tienen propiedades
imnumosupresoras en algunos otros sistemas

Factores del hospedero tales como hnfocinas y monocinas liberadas por linfocitos v monoditos
mfectados pueden ser responsables del detecto en la funcion de PMNs A este respecto se ha
encontrado que el factor b transtormante de crecimiento celular, el cuall  nene propiedades
unmunosupresoras”™’ asi como otros catocinas de linfocitos Th? de la respuesta mmune
(nteriencma 4-10) pueden ser los factores que supriman la funcion de los fapocitos en pacientes
con mieccion por VIH ™ ™ Par ona pante ¢l aparente cfecto supresor del suero de pacientes con
micccion por VI puede estar relacionado a disminuicion en la producaion de otras citocimas de
linfocitos Thi tales como el interferon g, ya que este. favorece la actividad anufungica de PMN»

normales o alteados contra hitas de A fumigams "™ F1 papel exacto que desemperian estos
pationes de ctocmas (Th17Th2) en tas alteraciones del sitema munme de pacientes con VI no
ha sido determunado. Sin embargo. recientemente se ha encontrado que ¢l patron de producaion
the predomma en nmos con Sindrome de Omenn, en pacientes con esclerosis sistemca o en
enfermadad  cropica por rechazo en pacientes tiansplantados  Asi mismo, niveles alos de CH30

soluble (un marcador asociado con respuesta del tpo Fh2) taeron encontiados en ¢l suero de

virtualmente todos estos pacientes,  los cuales correlacionaton con fa actividad v sevendad de



estas entermedades. Estos hallazgos probablemente contribuyan a el plantcaniento de nuevas
preguntas acetca del 1ol que desempenian estas citocings en pacientes con infeccion po
VIHLSIDA

Ademas de los tactores anteriormente mencionados, oy resultados aparentemente contiadictorios
sobie el papel del suero en la funcion de los neutiofilos de pacientes con SIDA pudician ser
secundanos a que los diterentes microorpamsmos con los que se han retado a los PMNs requieran
diterentes condiciones de opsonizacion.

Desde que se reconocieron los primeros casos de SIDA las infecciones bactenanas fucion
implicadas como cventos que contribuyen & la morbilidad en nifos con infeccion por Vit '
La unponancia de las infecciones bactenanas fue enfatizada por la inclusion de éstas dentro de la
primera clasificacion pediatnica de los CDC para la infeccion por VIH en nifios menores de 13
anos de edad ™

I.os principales péimenes asouados cun la feceion por VIH e nifos wchuyen, entie otros,
aquchlos patogenos bactenanos encontiados con frecuencia en la practica pediatiica de rutma. en
mhos con funcion wimunologica normal S preumomae v H. mfluenzae tipo B frecuentemente
ocavongn nfecciones praves y/o recurrentes en estos ninos (meningitis, sepsis. neumonia)

Pot lo tanto, en este trabajo se wtilizo # vifluenzae tipo b, bacteria de impartancia climea e la
practica pediatiica en general y en este grupo de pacientes en particular - Los PMNs de minos con
SIDA tucron retados con este pérmen opsonizado con distintos suetos  Nuestros resultados
muestran que la respucsta quimioluminiscente de los neutrofilos de mios con SIDA - ¢
significativamente menor a la de los PMN de nios sanos  Fsta diferencia existio tanto en los
neutrotilos en condiciones basales. como cuando los PMNs fucron retados con /. mifluenzac tipo
b upsomizado con suero sin anticuerpos (hipogamaglobulinémico) v con sucro hipennmune

Debido a las controversias anteriormente mencionadas sobre el papel del suero en la funcion de
estas células, se utihzo suero de los ninos con SIDA para opsonizar a bacteria v retar a los PMNs
de los ninos sanos y de los nmos con SIDA.

I os PMNs de los niiios sanos al ser retados con la bactena opsonizada con el suero de ninos con

SIDA presentaron estallido respiratorio v capacidad bactenada  eficaces v sinmlares a los

obtenidos con ¢l suero hiperumune anti-#/ mfluenza tipo b, esto  sugicre  gque 1o existen



tactores mhibtorios en el suero de mios con SIDA - Asy misiw la funcion de los PMNy de los
mios con mteccion por VI noinejoie con fa opsonizacion de la bactenna con suero autologo
pero tampoco se obseny o disminncion de su respuesta

Los iesuliados de este estudio senalan una profunda alteracion en la actividad tapociica de los
PMNs de mnos con SIDA cuando <on retados -vitio con H mtluenzae tipo b La funcion de los
PMNx e los nimos sanos y de los niios con SIDA no disminuvo cuando la bactena tue opsonizada
conel sueta de minos con SIDAL por o tanto podenios suponer que las alteraciones obsersadas e

PMNs de ninos con SIDA no son debidas a factores sericos v probablemente scan atribuibles 4

detectos mtrinsecos a mivel celular



CONCLUSIONES

I Los PMN de nifios con SIDA tienen capacidad fapocitica v bactencida dismmuida contra
Haemophilus influenzae tipo b vitro. comparada con los PMN de contioles sanos

2 Bl suero de nifios con SIDA no mhibe s tuncion fagoentica de PMN de mifios sanos

3 Los PMN de ninos con SIDA tienen un delecto mtrinseco que incide sobre su actividad
tagovitica y microbicida contra /faemophilus influenzae tipo b
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Tabla |

CARACTERISTICAS CLINICAS Y DEMOGRAFICAS DE LOS PACIENTES

"PACTENTE EDAD  TRANSMISION | PORCENTAJE |_CL_ASIF|CAC—|ON | CARACT. CLINICAS ANTES DEL
' DE CD4 CcDC TRATAMIENTO
S | e e o
No.1 424 m "PERINATAL s B3 INFECCIONES BACTERIANAS
[ — .é,_—..__.__, — —_— — ey 7. T vt i —
No.2 |31 Sm PERINATAL 6 B3 | INFECCIONES BACTERIANAS
. S - R S ENCEFALOPATIA
No3 Sa2m I PERINATAL 10 A3 | LINFADENOPATIA
LN Lo 1 SRR | P S
No.4 12a [SEXUAL 1 C3 TSINDROME. DE DESGASTF.
No.s "6aSm 'PERINATAL 1 TG "SINDROME DE DESGASTE |
No6 9a 2m T PERINATAL . 8 B3  INFECCIONES BACTERIANAS
‘ ' | o | CANDIDIASIS ESOFAGICA
No.7 13 6m PERINATAL 5 3 | INFECC. BACTERIANAS SERIAS
| | CRIPTOSPORIDIASIS _
"No.8 923m PERINATAL ' 4 B3 [INFECC. BACTERIANAS SERIAS
| ' R _ -
No. 9 6a 11m PERINATAL . 7 B3 | NEUMONITIS INTERSTICIAL
| R | LIFOIDEA
No.l0  |2a6m "PERINATAL | 10 B3 | INFECCIONES BACTERIANAS

AUR DE 1n pygy i

iTkuk



Tabla 2

CARACTERISTICAS CLINICAS Y DEMOGRAFICAS DE PACIENTES Y CONTROLES

CARACTERISTICA SIDA CONTROL [ VALOR DE P*
N=10 N=10
EDAD 5§5.58 + 23.29 73.3 + 41.46 0.36
SEXO 4 FI6M 6M/4F 0

T___ _ -

i POLIMORFONUCLEARES

PORCENTAJE CD4

* U de Mann-_\\"hiln-e_v

3.4 X10%+ 1.9X10°

2.9X10°+ 1.7X10° ‘ 0.54

sG



Tabla 3

ACTIVIDAD QUIMIOLUMINISCIENTE DE POLIMORFONUCLEARES DE PACIENTES CON SIDA Y

CONTROLES

TIPO DI SUERO

. S B—

. PACIENTE CON SIDA ;

Suero Hipogamaglobulmemico

|
l Suero Hiperinmune
|

Suero de ninos con SIDA

54 64 - 3424
T
| §2.41 +38.73

1161--117 200

_150--106.08

L

* Analisis de Vananza

CONTROL  VALORDE P~
n10
535 - 210] 001 |
L 25698627
13973 - 2239 | 0 000
11729--19430 | -
T 128.54 136 80 0.000
87 14--194 65



Tabla 4

CAPACIDAD BACTERICIDA DE PVINs DE NINOS CON SIDA Y CONTROLES SANOS RETADOS
CON H. Influenzae tipo b OPSONIZADA CON SUERO HIPERTNMUNE Y SUERO DE NINOS CON SIDA

r R e S — ————

| I'tpo de Suero SIDA Control " Valor de P*
I n=10 ‘ n=10 ‘
| I _ ’ - Ll — 2 AR
Suero hipennmune 162+ 047 5.69+2.39 XY
|
i
Suero de nifios con SIDA | 1 64+ 143 467+12 0 000

* Analisis de Vananza



Tabla &

RESPUESTA QUIMIOLUMINISCIENTE DE POLIMORFONUCLEARES DE ACUERDO AL TiPO DE SUERO

TIPO DE SUERO | HIPOC AMAGLOBULLINEMICO HIPERINMUNDE

SIDA VALOR DE
GRLPO | n 20 | n 20 | 5o L e

T [ T )
CONTROL | 535 - 2104 130 73 + 22 39** 128.54 -36 BO*= | G000

| 25.69--86 27 17 29--194 30 87 14--194 65
e ——— — = = —_— e —— -, e —— e — g 112 -
SIDA 2533 - 2491 5464 - 3424 §241+ 3873 NS

6.38--83.56 ) LS 0--106.08 L 1161117200 |

+* Analisis de Vananza

*= ].a diferencia entre medias tuc significativa (Scheffe test )




Grafica |
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Grafica 2

Curva de crecimiento de H. influenzae tipo b
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GRAFICA 3
CHIMIOLUMINISCENCIA DE PMNs DE NINOS CON SIDA Y CONTROLES SANOS
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GRAFICA 4
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