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I.A. ANTECEDENTES

La infeccion es la causa mas importante del incremento de la morbilidad y mortdidad en las
guemaduras. La combinacion entre la pérdida de la barrera de la pie con d descenso de la
inmunidad locd y sstémica incrementa @ riesgo de infeccion en € quemado (Kinney, 1979). La
mayor incidencia de infecciones se asocia con la agranulocitoss (Johngton, 1973) anormdidades
en las inmunoglobulinas (agammaglobulinemia) y/o dd complemento (ausencia congénita de la
fraccion C3) (Boxer, 1974). Aunque es de adquisicion mé moderna la congaacion que los
neutréfilos alin circulando en nimero norma, pueden ser funciondmente deficientes y por tanto
causantes de una ampliaclinicainfecciosa (Stossel, 1978) (Johnston, 1982).

[.A.1. LEUCOCITOS

Los leucocitos o cdulas sanguineas de la serie blanca son los componentes de la sangre
asociados a las respuestas inflamatorias e inmune del proceso infeccioso. Fueron identificados en la
sangre periférica en 1760 por William Hewson en Inglaterra (Mandel, 1991). Son unidades
moviles dd dstema reticuloendotdid. Se forman en pate en la médula ésea y en pate en los
ganglios linféicos. Su pape fundamenta estriba en que son transportados especificamente a zonas
donde hay inflamacion intensa, proporcionando asi una defensa rgpida y enérgica contra cuaquier

posible agente infeccioso.



INTRODUCCION

Los neutrdfilos polimorfonucleares (PMN) y los monocitos (MN) normamente sdlo se producen
en la médula 6sea y los linfocitos (L) y las clulas plasméicas (CP) se producen en diversos
organos linfogenos, incluyendo ganglios linféicos, bazo, timo, etc. Los neutrdfilos son céulas
maduras que pueden destruir bacterias y virus en la sangre circulante. Los monocitos sanguineos
son cdulas inmaduras con muy poca capacidad para luchar contra agentes infecciosos , pero con
gran capacidad como monocito-macrofago tisular.

Los PMN neutrdfilos y los macréfagos son los fagocitos “"profesondes’ dd huesped
mientras que los eodndfilos juegan un paped menor en la defensa dd huésped. Los PMIN
neutrdfilos son céulas sanguineas de vida efimera y sumamente moviles que penetran répidamente

en las zonas de infeccion paraingerir y destruir alos microorganismos.

[.A.2. INFLAMACION

La traduccion dd término “inflamacion” proviene del Papiro de Smith escrito en Egipto en
el afo 1650 antes de Cristo, que a su vez deriva dd origind escrito 1000 afios antes. En d tiempo
de Hipocrates (460-380 a de Cristo), lo que ahora conocemos como inflamacion se llamaba
plegmone, lo cud significaba“algo caliente” y Gaeno o describid 100 a. de Crigto.

La inflamacion se define como una reaccion de tgido conjuntivo vascular, generada por
todos los agentes etiolégicos conocidos, mediada por agentes quimicos que cursa clinicamente con
manifestaciones locaes (Cohneheim, 1889) y un mayor o menor nimero de manifestaciones
ggémicas. En eda reaccion intervienen macréfagos, granulocitos 'y - componentes  hormonales
como la hisamina bradikining, prostaglandinas, leucotrienos y glucocorticoides (Beer, 1987)
(Samuelsson, 1987).
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I.A.3. RESPUESTA LEUCOCITARIA

La inflamacion tienen lugar en dos etgpas principdes. La etapa "inicid o aguda temprand'
€s una respuesta vascular a la agresidon con exudacion de fluido y migracion de los PMN d &ea
daflada. La segunda "etgpa tardia o0 de resolucion® se encuentra dominada por la presencia de
macrofagos y es una etapa con reparacion y reemplazo del tgido dafiado por tejido fibroso (Pérez,
1993). La etapa inicial es condderada una respuesta inespecifica de corta duracion que se produce
inmediatamente por la liberacion, en & foco lesond, de los llamados "mediadores quimicos', lo
que se traduce en la formacion de un exudado liquido y emigracion de leucocitos, principamente
neutréfilos. En la etgpa tardia los leucocitos PMNs sucumben en € foco inflamatorio liberando los
componentes a medio extracelular y muchos de estos productos poseen capacidad para lesonar d
propio organismo. Los macrdfagos son las cdlulas que juegan un pape primordid en edta etgpa ya
gue no son dedruidos y amplifican € proceso inflamatorio por su participacion en la respuesta
inmunol égica

La inflamacion cronica es de mayor duracion que la aguda y se caracteriza por la

coexigtencia de fendmenos exudativos y reparativos, con formacion de vasos 'y tejido conectivo.

|.B. CARACTERISTICAS GENERALESDE LOSLEUCOCITOS

En la sangre se encuentran seis tipos de gldbulos blancos: polimorfonucieares neutrdfilos,
polimorfonucleares  eosindfilos, polimorfonucleares  basdfilos, monocitos, linfocitos y  cdulas
plasméticas. Ademés, hay un gran nimero de plaquetas que son fragmentos de un septimo tipo
cdular locdizado en la médula, d megecariocito. Los tres tipos de células polimorfonucieares

tienen un nlcleo con aspecto granuloso, por 10 que se denominan granulocitos.
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Los humanos producen unos 7 x 10°/ mm® glébulos blancos por milimetro cdbico en sangre
en stuacion de normdidad y la media en proporcion normal de los diferentes tipos de leucocitos
es. neutréfilos 65%, eosindfilos 2%, basifilos 0,4%, monocitos 5% Y linfocitos 30%. Son unidades
moviles que estdn en lo que consderamos como primera linea de defensa ddl organismo. Se
forman en parte en la médula ésea (granulocitos y monocitos y unos pocos linfocitos) y en parte en
los ganglios linféticos (linfocitos y cdulas plasméticas), sendo transportados después por la sangre
adiferentes partes de la economia, donde gjercen sus funciones.

El papd fundamentd de los leucocitos o globulos blancos edriba en que son
transportados especificamente a zonas donde hay inflamacion, proporcionando una defensa

rgpiday enérgica contra cualquier agente infeccioso.

Su origen en lamédula osea es d Sguiente

M édula Osea Sangre
CéulasMadresno diferenciadas Cédulasdiferenciadas
Mieloblasto

Promielocito——» Midocito eosindfilo——»  Eosinofilo
Promielocito ) Mielocito basofilo > Basdfilo
Promielocito——p Mi€elocito neutrdéfilo

l

Metamielocito neutrdfilo 3 Neutrdfilo en banda y segmentado

Tabla|. Géness de las cdulas sanguiness.
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|.B.1. GENESIS DE LOSLEUCOCITOS

La diferenciacion temprana de la cdula madre pluripotencid hematopoyética hacia los
diferentes tipos de cdulas e obsarva en la Tabla |. Los granulocitos y linfocitos se forman sdlo
en la médula 6sea a patir de cdulas no diferenciadas denominadas mieloblastos; los linfocitos y
las cdulas plasméticas se producen principamente en los diversos drganos linfoides, entre dlos,
los ganglios linféticos, d bazo, d timo, las amigddas y varios restos linfoides de la médula 6sea
e intestino. Una vez formados se dmacenan en la médula hasta que se precisan en d sstema
circulatorio; cuando aumentan las necesdades y varios factores inducen su liberacion a la
circulacion. Normamente, se encuentran dmacenados en la médula € triple de granulocitos que
las que = hdlan en sangre periférica ESto representa una capacidad de aporte de granulocitos
de unos seis dias.

La maduracion de las cdulas de la serie migloide se caracteriza por la produccion de
granulos metacrométicos obscuros que aumentan en cantidad y mas tarde son reemplazados por
grénulos especificos. Las cdulas que muedtran afinidad por @ colorante azul 0 basco s
denominan basdfilos;, las que se tifien de rojo anaranjado mediante la eosina, eosndfilos, las
cédulas granulares que no <e tifien intensamente con uno U otro de estos colorantes se denominan
neutrofilos. Cuando las céulas adquieren movilided, los nlcleos de las cdulas granulares
(neutréfilos, eosindfilos y basdfilos) cambian generdmente de forma, tomando aspecto
multilobular y se designan como mielocitos, metamid ocitos, formas en banday segmentados.

|.B.1.1 CELULAS PROGENITORAS

La primera poblacion de cdulas progenitoras es € midoblasto, contienen moderada

cantidad de citoplasma no granuloso y de color azulado. Este da lugar a la formacién de

promielocito que formagranulos netamente visibles. y que después da lugar d megacariocito.
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Inicidmente los granulos se tifien predominantemente en azul o azul morado. Los
nicleos son redondos y reativamente grandes pudiendose digtinguir los nucléolos. El
promidocito se conviete en mielocito cuando los granulos se diferencian de modo que s
pueden clasificar en basofilos, eosindfilos o neutrdfilos.

A continuacion s muedran las cdulas progenitoras vidas d microscopio  éectronico
(Rozman,1990) (Zucker-Franklin, 1981). Las imégenes que se muestran de microscopia optica

han sdo cedidas por la Unidad de Citologia dd Servicio de Hematologia del Hospitd Genera
Val’'d Hebron.

Fig.1. Cdulas progenitoras. Midloblasto. Microscopio

dectrénico.
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Fig.2. Promielocito. Microscopio eectrénico.

\ =&

Fig.3. Midoblasto y Promidlocito. Microscopio optico.
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MIELOCITO NEUTROFILO

Estas cdlulas forman la segunda poblacion con la gparicion de granulos especificos o
secundarios donde € primer signo de diferenciacion consiste en la gparicion de una pequefia
"idd' reativamente pdida de vagos granulos rojizos adyacente ad ndcleo. Los mieocitos
neutrofilos suden ser més pequefios que los promiglocitos y tienen relaivamente més
citoplasma.

Los nucleos son redondos, ovalados o achatados por un lado. Los gruesos filamentos de
cromatina se tifien irregularmente. Los nucléolos no se distinguen claramente,

Fig.4. Mielocito. Microscopio dectronico.
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Fig.5. Midocito. Microscopio optico.

METAMIELOCITO NEUTROFILO JOVEN

Los metamidocitos neutrdfilos tienen un nideo ligeramente hendido y  pequefios
granulos azul-rosados. Edtas cdulas son adgo mas pequefias que los midocitos, su nacleo
también es proporcionamente més pequefio y la edtructura de la cromatina €s menos precisa
Los metamielocitos neutrdfilos raramente se ven en la sangre periféica de individuos normaes,

pero son frecuentes en caso de hiperplasia mielocitica
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Fig.7. Metamielocito. Microscopio éptico.
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[.B.1.2. CELULAS MADURAS

NEUTROFILO EN BANDA (NEUTROFILO NO SEGMENTADO)

Neutréfilo en cayado no filamentoso. En la medida que van madurando los
metamielocitos neutrdfilos la concavidad del nicleo s hace méas pronunciada, hesta que €
hueco ocupa mas de la mitad del diametro del hipotético nlcleo redondo. Los extremos del
nicleo son aproximadamente pardelos dandole d nldcleo un aspecto de herradura Los
neutréfilos en banda son adgo méas pequefios que los metamidocitos. El nlcleo presenta
dteraciones degenerativas y generdmente se observa una masa  obscura, picnética en ambos
polos, donde s= formard € lobulo. Los grénulos de los neutrdfilos en banda son pequefios,

digtribuidos uniformemente y presentan varios tintes rosados y azules.

Fig.8. Neutrdfilo en banda. Microscopio

electrénico.
11
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Fig.9. Neutrdfilo en banda. Microscopio
Optico.

NEUTROFILO SEGMENTADO (GRANULOCITO NEUTROFILO POLINUCLEAR)

Los neutrdfilos representan mas de 90% de los granulocitos circulantes y tienen 10-20
micras de diametro. El nicleo de esta cdula et separado en I6bulos bien definidos, unidos por
e filamento. La mayoria presentan dos o tres I6bulos y de vez en cuando se observan cdulas
con cuatro o cinco lébulos. El citoplasma presenta un tinte rosado claro. Los grénulos de
diferentes tamafios estdn regularmente didtribuidos y son de color entre rosado claro o azul
Negruzco.

Poseen dos tipos principaes de granulos. Los granulos "primarios’ o azurdfilos, que se
tifen de azul y su nimero se reduce durante la mitoss. Estos grdnulos son los lisosomas
verdaderos que contienen hidrolasas y fodfatasas &cidas, proteasas neutras, mieloperoxidasa,

proteinas catidnicas, mucopolisacaridos &cidos y muraminidasa (lisozima).

12
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Los granulos "secundarios' o especificos que surgen durante @ edadio no mitético de
desarrollo cdlular y por lo tanto no sufren una reduccion numérica En @ neutréfilo maduro, los
granulos especificos superan en nimero a los primarios y contienen  lactoferring,  lisozima,
proteina fijadora de vitamina B12 y citocromo b.

Se producen en la médula a razén de 80 millones por minuto y tienen una vida media
corta (4-5dias), representando arededor del 60-70% de los leucocitos sanguineos normaes

totaes.

Fig.10. Neutrdfilo segmentado. Microscopio

dectrénico.
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Fig.11. Neutrdfilo segmentado. Microscopio
Optico.

|.B.2. CARACTERISTICAS DE LOSNEUTROFILOS

Una vez que sden de la médula éseg, la vida de los granulocitos normamente es de 4-8
horas circulando en la sangre y d resto de tiempo en los tgidos. Cuando hay una infeccion
tisular grave, este periodo totd de vida sude reducirse a unas cuantas horas porque los
granulocitos llegan repidamente d &ea infectada, ingieren a los microorganismos  y son
destruidos durante este proceso. Durante la maduracion de los granulocitos aparece la
mieloperoxidasa, las hidrolasas &cidas, protessas neutras, colagenasas Yy proteinas cationicas
bactericides. En contraste los lisozimas, colagenasas especificas, las proteinas de unidn a

vitamina B12 y lactoferrina aparecen durante la fase de desarrollo de los granul os especificos.

14
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El desarrdllo granulocitico y maduracion en la médula Gsea ocurre en dos fases: mitética
y no mitética. Cada fase dura gproximadamente una semana. Los neutrdfilos tienen receptores
para la fraccion Fc de las moléculas de IgG que aparecen con d desarrollo cdular en los
promidocitos. Los neutréfilos contienen  los receptores paa C3b y C3bi aunque sus
locadizaciones son digtintas (O'Shea, 1985). También la presencia dd mRNA de la properdina,
gue es un importante condituyente dd Sstema de complemento, s ha demostrado
recientemente que se amacena en los grénulos de los neutrdfilos y secreta por la esimulacion
con factor de necross tumord (a-TNF), interleuquina8 (IL-8) o formil-metionil-leudil-
fenildanina (FMLP) (Wirthmudler,1997).

|.C. FUNCIONES DE LOSNEUTROFILOS
|.C.1. MARGINACION O PAVIMENTACION

Los PMNs neutrdfilos se desplazan a los tgidos por d movimiento ameboide y se
adhieren a la pared capilar en parte por su tamaio y por la adherencia natural que poseen. Una
vez que los productos de la inflamacion actuan en la pared capilar, las cdulas endotdides s

hacen especidmente adherentes para los leucocitos causando gran marginacion de granulocitos
a tgido inflamado.

|.C.2. DIAPEDESIS
A continuacién los neutréfilos se dedizan a través de los poros de los vasos sanguineos

(a pesar de que € poro es mucho menor que & volumen de la cdula) y una pate de la cdula lo

atraviesa mediante la emision de seudopodos ala vez que disudven lamembrana basa.

15
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[.C.3. QUIMIOTAXIS

Depende basicamente de un gradiente se concentracion de las sustancias quimiotécticas.
Dado que esta concentracion es mayor cerca de la fuente de produccion de estas sustancias se
produce un movimiento direcciond de los leucocitos. Cuando un tgido s inflama la
guimiotaxis, los neutrdfilos y macréfagos, hace que se muevan hacia d aea inflanada. Ege
fendbmeno se debe a varios factores. @ sustancias de origen directamente microbiano, como es d
caso de los péptidos cortos derivados de los extremos amino-terminales de proteinas bacterianas
(FMLP, es quimiotéctico para los leucocitos, que llevan receptores capaces de reconocerlo) y b)
ciertos componentes microbianos como la endotoxina de bacterias gram-negativas que activan
la ruta dternativa dd complemento o los péptidos C3a y Cha, que son muy quimiotacticos sobre
los fagocitos.

Las sugtancias con capacidad quimiotéctica son: 1) las toxinas bacterianas 2) productos
de degeneracién de los tgidos inflanados 3) productos de reaccién de "complgo de
complemento” y 4) sugancias producidas durante la coagulacion dd plasma en d &ea
inflamada.

[.C.4. FAGOCITOSIS

Es la funcidn més importante de los neutrdfilos que deriva dd hecho de que €
organismo tiene una forma especifico para identificar ciertos materides extrafios. Que s
produzca o no lafagocitosis dependerade:

1) Lasupeficiedelaparticula, S esta es agpera aumentan las probabilidades de fagocitoss.
2) De las cagas déctricas, asi la mayor parte de componentes tisulares tienen cargas de
superficie dectronegativasLos tgidos muertos y las paticulas extrafies suden ser

electropositivas y por tanto pueden er fagocitadas.

16
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La fagocitoss es un proceso en dos pasos que incluye la fijacion y la ingesta de la
particula fagocitada. La ingestion es un proceso activo que requiere energia proveniente de la
dlucoliss anaerdbia, la presencia de iones cacio y magnesio.

La mayoria de las bacterias estdn recubiertas por opsoninas (sustancias humoraes que
edimulan la ingesta de los microorganismos). La inmunoglobulina G (IgG) y d complemento
(C) son los principales factores opsonizantes.

L os anticuerpos estimulan la fagocitos s mediante;
Laneutrdizacion de las mélecul as antifagociti cas presentes en la superficie bacteriana.
Union fiscadd microorganismo neutrdfilo.
Activacion de la via cdasca dd complemento y la estimulacion del depésito de fragmentos
opsonizantes de C3 sobre la superficie bacteriana.
La activacion dd mecanismo de ingesta por la interaccion de la 1gG con su receptor en la
membranadd neutrdfilo.

El proceso cuimina en € denominado "edtalido metabdlico o respiratorio” en € que los
fagocitos estimulados convierten @ oxigeno molecular en otros radicdes de oxigeno que actuan
sobre la bacteria y la destruyen. Durante € proceso se produce incremento del consumo de
oxigeno, radicd superdxido (O,), produccion de perdxido de hidrogeno (H20,) y la estimulacion
del shunt dela hexdsa monofosfato.

|.C.5. SISTEMA INMUNITARIO Y NEUTROFILOS

Los granulocitos etan presentes en cad todas las formas de inflamacion y son
amplificadores y efectores  inespecificos sendo su accion modulada por los denominados
mediadores, congtituidos por eementos quimicos, proteinas 0 enzimas. A U vez y después de
iniciar la respuesta vascular, atreen hecia @ area otros mediadores como son las proteinas del
ssema dd complemento, sudtancias vaso activas (higamina y serotoning), opsonines,

prostaglandinas, leucotrienosy € factor activador de |as plaguetas (Nomura, 2001).
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|.C.6. ALTERACIONES FUNCIONALES DE LOS POLIMORFONUCLEARES
NEUTROFILOS

Las primeras dteraciones descritas en la funcion de los neutrdfilos fueron la

agranulocitogs y las neutropenias.

1. La "agranulocitoss' fue descrita en 1922 por Schultz (Rudivic, 1972). recibiendo

vaias denominaciones (angina agranulocitica, leucopenia idiopdica mdigna e
hipoplasa agranulocitica). Esta caracterizada por la desgparicion o disminucion muy
intensa de los granulocitos neutréfilos de la sangre periférica. En los afios siguientes
s detectaron numerosos farmacos causantes de esta enfermedad: aminopiring,
fenaceting, derivados de la fenilbutazona, sulfamidas, sulfonamidas, cotrimoxazol,
sdes de oro, dorpromacing &cido  acetilsdicilico, dipirona,  tiouracilo,
propiltiuracilo y antitiroideos (McCurrach, 1970) y los citostéticos (Arneborn, 1978).
En muchas granulocitoss no puede establecarse d  diagnogtico  etioldgico
denominandose  “agranulocitods  aguda  idiopdica’. Es un sindrome  dinico
hematoldgico caracterizado por la desgparicion o disminucion muy intensa de los
granulogitos neutrdfilos de la sangre periférica.

2. Las "neutropenias’ son @ descenso absoluto en sangre periférica de los granulocitos
neutrofilos. Bl limite inferior norma dd recuento de neutrdfilos (cayados y
neutréfilos) es de 1500/mm3. Es un hdlazgo de laboratorio que puede ser
clinicamente slencioso. Puede aparecer como dato anditico aidado sntomético de
NUMErosos procesos extrahematoldgicos 0 hematoldgicos 0 como consecuencia de la
accion de ciertas drogas o tdxicos sobre la médula. Su gravedad dependera del toxico
causante y del tiempo de exposicion.

Las neutropenias adquiridas trandtorias, no medicamentosas, son las secundarias a
enfermedades infecciosas viricas, bacterianas y paradtarias. Pueden agparecer neutropenias
propias de hiperesplenismo, dd sindrome de Fdty, dd dcoholismo cronico o en los
pacientes sometidos a didiss. Su evolucion puede ser aguda o cronica A su vez las

ateraciones adquiridas también pueden ser agudas o crénicas.

18
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I.D. FAGOCITOSIS

|.D.1. INTRODUCCION E HISTORIA

En 1882 Metchnikoff expuso la idea de que los fagocitos y en paticular los neutrdfilos
condituian & dgema de defensa antimicrobid (Metschnikoff, 1887). Ede fue d inicio de la
"teoria fagociticd' y que en su esencia Sgue sendo vdida (Baggiolini, 1982). Estas células se
han englobado bgo @ término de fagocitos por efectuar la fagocitosis, fendmeno bioldgico por
e cud engloban y destruyen diversas paticulas. En 1903-1904 Wright y Douglas demostraron
la importancia de los factores del suero en la fagocitoss y se denominaron  "opsoninas' a etos

factores.

|.D.2. ALTERACIONES DE LA FUNCION FAGOCITICA

El descenso de la funcidén fagocitica puede obedecer a factores humordes (a-TNF,
citochdasn B) que s hdlan en d entorno sanguineo que puede producir una disminucion de la
capacidad del suero o directamente por un defecto cdular que produce una reduccion de la
capacidad de ingerir particulas opsonizadas. Desde € punto de visa dd entorno cdular se
pueden producir dteraciones en € proceso de degranulacion o en la peroxidacion que
comprometen seriamente d mecanismo de fagocito (Holmes, 1966). El descenso mas marcado
se encuentra en |os trastornos de la peroxidacion que pueden ser de origen congénito, como es €
caso de la enfermedad granulomatosa cronica (EGC) (Berendes, 1957). En € 65% de los casos
edta enfermedad edta ligada d cromosoma X y en € 35% restante se hereda en forma

autosdmica recesva.
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|.D.3. FACTORES DE ESTIMULACION DE LA FAGOCITOSIS

Se han descrito variables de diversos origenes capaces de edimular la respuesta
fagocitica y entre los factores que inciden en dicho etimulo, € més universd es d
lipopolisacarido (LPS) (Morrison, 1977) (Byrne, 2002). Estos factores capaces de estimular la
respuesta normal ded fagocito pueden actuar a diferentes niveles por 1o que hay que distinguir
los que pueden modular la quimiotaxis, como es € caso del phorbol myristate acetate, ya que
quimiotaxis'y fagocitod's son procesos que estan encadenados en d tiempo (Dallegri, 1990).

Entre los etimulos de la fagocitoss tenemos @ las interleuquinas, IL-1 (Dinardlo,
1991) (Granowitz, 1991) y la IL-6 (Manddl, 1995), b) fragmentos de la via dd complemento
(Clqg, C3b, C3hi) (Miller, 1975) (Schifferli, 1986), c) la hipertermia (42°C) (Severns, 1986) y d)

aminoécidos como lataurina (Bedrosian, 1991) y laarginina (Albina, 1989).

|.D.4. METODOS DE DETERMINACION

|.D.4.1. AISLAMIENTO DE LOSNEUTROFILOS

La separacion de los neutrofilos debe hacerse en condiciones que preserven la normd
funcidn cdular. S bien las condiciones de edterilidad rigidas no son esencides debe evitarse la
contaminacion microbiana. También es importante la temperatura sobre todo durante € proceso
de la separacion. Los métodos de separacion se basan en la descripcidn origind con un gradiente
de densdad con Percol (Ficoll-Hipague) (Boyum, 1968). Inmediatamente después de la
centrifugacion las cdulas deben ser resuspendidas en un medio que evite € dafio cdular
obviando las soluciones que contengan iones cdcio (C&") y magneso (Mg®"). El paso find
condgte en lisxy los hematies contaminantes y € mgor sstema es la ligs hipoténica que no

causa dteraciones en la funcion de los neutréfilos.
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|.D.4.2. METODOS PARA MEDIR LA FAGOCITOSISY MUERTE BACTERIANA

Dede d punto de visa metodologico se han descrito méodos @ que intentan medir
propiamente la fagocitosis (ingestion) (Hamptom, 1999) y los méodos b) que combinan la
fagocitossy la muerte bacteriana. (Hampton, 1994).

En d primer caso (a) se puede medir a partir de la incubacion con particulas inertes o con

bacterias. Estos ensayos pueden hacerse del siguiente modo:
a.1) Microscopia. Consste en contar € nimero de particulas ingeridas en funcion dd tiempo.
Su ventga es que provee una via visud directa y como ta es de gran valor para vdidar los
resultados obtenidos con otros méodos 0 para contar € nimero de particulas ingeridas por un
determinado nimero de fagocitos (Victor, 2002). La desventga consste en que carece de
resolucion suficiente 1o que impide € contge de particulas pequefias dificultando € contge de
este tamafio de particula.

Algunos autores utilizan antibidticos para combetir las bacterias extracdulares (Tabriz,
1993) pero pueden producirse interacciones no deseables (Root, 1981).

Durante € ensayo se puede contabilizar la ingesta de particulas intracdlulares o bien se
pueden contabilizar las particulas ingeridas restando del totd adicionado las que se observan en
el sobrenadante después de un paso de centrifugacion (Leijh, 1979). Con este méodo se intenta
diginguir entre la ingesta completa de la particula y los dementos adheridos a la cdula (Hed,
1986).

a.2) Microscopia eectronica: Los trabgos inherentes a la microscopia pueden se resueltos por €
andiss con @ microscopio dectronico pero habituamente no esta disponible para la rutina
(Rozenberg -Arska, 1985).
a.3) NBT. El mé&odo s basa en la actividad enziméica de la oxidasa que contribuye a la
generacion dd peroxido de hidrogeno. El azul de tetrazolio (NBT) es ligeramnete amarillo en su
forma reducida y cuando es oxidado por la oxidasa forma sdes de formazan que son de color
azul-violeta. Edta reaccion tiene lugar (burst respiratory) durante la fagocitoss y consume
oxigeno.
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Las sdes de formazan pueden identificarse por extraccion quimica y subsecuente
medicion fotométrica o bien contge citolégico.Originariamente € méodo se uso para detectar
la granulomatoss cronica que es un deficit genético de oxidasa, de la que se han descrito
modificaciones tanto a nivel del test como de la denominada "actividad espontaned.

Estudios sobre la capacidad bactericida de los macréfagos peritonedles en ratas han demostrado
una buena correacion de los test de funcion fagocitica (De la Fuente, 1985) y € NBT (Ortega E,
1992).

a4) Uso de paticulas marcades. Estos méodos tienen un enfoque dternativo ya que la
fagocitoss puede monitorizarse por la medicién de la fluorescencia (Wan, 1993). Como gemplo
tenemos la citometria de flujo (Zapata-Sirvent, 1993) que permite utilizar muestras de pequefio
tamafio en las que bacterias marcadas con fluoresceinas son facilmente digtinguibles de las que
ya han sido fagocitadas por los neutréfilos. (van Eeden , 1999).

En d segundo caso (b) € ensayo microbioldgico, las dos bacterias mas utlizadas han
sdo d Estafilococus aureus y la Escherichia coli. EStos ensayos pueden hacerse del siguiente
modo:

b.1) Lids de las colonias. Este ensayo se basa en la pérdida de habilidad de las bacterias para
formar colonias en agar y observacion de su pogdterior lisis.

b.2) Muerte bacteriana. La fagocitoss y la muerte bacteriana se cacula a partir dd descenso de
las bacterias extracdlulares y en d cambio en & nimero de bacterias extracelulares. Ambos
procesos siguen una cinética de primer orden (Hampton, 1994).

Una variante metodoldgica adiciond () son los métodos que miden la variabilidad
celular después de laingestion de particulas.

c.1) Captacion con timidina T°. Este es un ensayo de viabilidad celular. Se mide la viabilidad de
las bacterias por su habilidad en incorporar la timidina marcada con tritio en € ADN sintetizado
de novo (White, 1981).

c.2) Huorescencia. También es un ensayo de viabilided cdlular en d que la adicion del colorante
"naranja de acridine" produce fluorescencia en @ nucleo que puede observarse por microscopia
(Carmichadl, 1980). En la practica es € menos usado.
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|.D.4.3. TIPOS DE PARTICULAS

Se conocen los efectos de diferentes particulas sobre € edalido respiratorio de los
PMN.En presencia de glucosa marcada con isotépos radioactivos (C**) y midiendo la formacion
de diéxido de carbono y la captacion de oxigeno (lyer, 1961) se pudo comprobar que los
mayores nivees de edimulacion se obtenian con esferulas de poliestireno (laex , ~1,7 m),
Mycobacterium tuberculosis y Echerichia coli a comparar con particulas de carbdn, azufre,

sulfato de bario o dioxido de manganeso.

|.E. SISTEMA DEL COMPLEMENTO

|.E.1. NOTASHISTORICAS

La actividad aribuible ad sstema dd complemento fue descrita por primera vez entre
1888 y 1894.Estos experimentos demostraron que € suero fresco contenia un factor bactericida
termol&bil que se denomind alexina.(Roitt, 1991) (Ross, 1986).

El temino “ complemento” fue aplicado por primera vez por Paul Ehrlich para referirse
a factor termoldbil y amboceptor (anticuerpo) , describiendo una actividad presente en € suero
que en combinacion con d anticuerpo especifico producia la ligs de las bacterias (Tauber,
1992).

A continuacion Jules Bordet (1895) observO que sueros frescos que contenian
anticuerpos frente a determinadas bacterias perdian la capacidad de lisarlas d ser cdentadas a
56°C. Por dlo postuld la exisgencia de una proteina s&ica termoldbil que asdia o
complementaba a las inmunoglobulinas gerciendo una accion litica (Bordet, 1987) (Laurdll,
1990). En la misma época se comprobd la denominada "actividad termoldbil* dd suero; este
fenomeno suponia que la bacteridliss in vitro desgparecia con € cdentamiento y la actividad
erarecuperada por la adicion de suero fresco normal.
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En 1907, Ferrata demostré que & complemento podia fraccionarse en dos componentes
(por didiss dd suero contra agua acidificada) dando lugar a un precipitado o “euglobuling’ y
una "fraccion hidrosoluble'. La actividad dd complemento sblo podia manifestarse en presencia
de ambas fracciones denominadas C1y C2 (Roitt, 1991).

Los componentes denominados C3, C4 y C5 fueron descritos posteriormente En Sachs y
Omorokow demostraron que € veneno de cobra inactivaba a otro componente (C3) (Vogd,
1982, 1984), mientras que Gordon descubrié otro componente que se destruia con amoniaco
(C4). El orden de descubrimiento de estos componentes del complemento no se corresponde con
e orden de reaccion, lo que explica en pate, la fdta de légica en la nomenclatura de sstema
de complemento. Un avance importante fue la purificacion de la proteina plasmética beta 1c por
Muller-Eberhard, en 1960, y su demostracion de que correspondia a C3 (Muller-Eberhard,
1975). Seguidamente Linscott y Nishioka, asi como Nelson, pudieron purificar funcionalmente
los nueve componentes que paticipan en la secuencia de la hemdlisis por la via clasca dd
complemento (Roitt, 1991).

Pero la exigencia de otra via de activacion de complemento, independiente de
anticuerpo, fue sugerida por primera vez por Louis Pillemer y colaboradores en 1950 &
identificar € sstema de la "properdina’ (Brade, 1978) (Ratnoff, 1980) La exigencia de la “via
dternativa’ frente a la reconocida “via désica’, no fue admitida facilmente por otros cientificos
de laépoca.

En la década de 1980 se vid que € sstema ddl complemento no estaba solo formado por
proteinas plasméticas capaces de depositarse sobre la superficie de los microorganismos Sno
gue también exigian proteinas de membrana que protegian a las cdulas dd huésped contra los
efectos perjuicides de laactivacion de complemento (Porcel —Pérez, 1996).

La via désca y dternativa tienen la misén de formar una enzima, la C3-convertasa, sea
como fuere cgpaz de escindir d componente mayoritario y més importante del  complemento,
C3, en dos fragmentos. C3a 'y C3b. A partir de este punto se inicia una fase comun que lleva a la
formacion dd "complgo de aaque a la membrand' capaz de provocar citdliss osmatica
(Hodletter, 1993).
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En la actudidad se consdera que @ sstema de complemento estd formado por 19
proteinas plasmaticas y por |0 menos nueve proteinas de membrana. La activacion dd sstema
produce @ desencadenamiento secuencia de la accion de las diversas proteinas y en este aspecto

resultamuy similar ala cascada de coagulacion.

I.E.2. NOMENCLATURA

El sgema dd complemento estd compuesto por un grupo de veinte proteinas sericas,
cuya funcién es modular la inflamacion. En la actudidad se usa la nomendatura recomendada
por la Organizacion Mundid de la Sdud (Good, 1977) dd sguiente modo:

Al sgema dd complemento <se le identifica por la lera “C” y a cada uno de los
componentes se le asigna un nimero: C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8,y C9.
Cuando un componente o grupos de componentes del complemento han adquirido actividad
enzimatica u otra actividad bioldgica, se les identifica colocando una bara sobre los
componentes afectados.
Los componentes que se enumeran después de EA+C denotan un estado de actividad, pero
no necesariamente su presencia fisca EA dgnifica hematie senshilizado que en presencia
de Ca&?* y ausencia de Mg?* e fijan d complemento. Ejem: EAC1423 puede escribirse en
forma samplificada EAC1-3.
Cuando en una reaccion agun componente del complgo intermedio pierde su actividad, se
le suprime. S C1 y C2, componentes del complgo EAC1423, se inactivaran, se escribe
EACA43.
La pé&dida de una actividad definida por parte de un componente de complemento se
identifica con laletrai. Ejem: C4i, C2i, C3.
Los fragmentos resultantes de rupturas peptidicas que aparecen durante la activecion de
complemento se identifican con una letra mindsculasiguiendo a componente afectado.
Cada proteina de la via se escinde en dos fragmentos que se denominan a (pequefio) y b
(grande). Ejemplo: C3a, C3b, Cha
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|.E.3. VIASDEL COMPLEMENTO

El objetivo de la activacion de complemento es la defensa del huesped y la regulacion
inmune 1) opsonizacion de las bacterias 2) inflanacion causada por los fragmentos que
aparecen durante la activacion 3) liss de bacterias y 4) solubilizacion de los complgios inmunes
(Porcel, 1993).

Todo esto se produce grecias a la activacion enzimatica secuencial de sus componentes,
cuyo resultado es la formacion de productos con gran actividad biologica como las fracciones
gue derivan de C3 ( C3b), las andfilotoxinas( C3a, C5a) y  complgo terminad del complemento
(C5b-9).

La via casca dd complemento es activada por reacciones antigeno-anticuerpo. En esta
via € complemento se activa por agregedos de inmunoglobulinas IgG e IgM que se unen a un
antigeno, formando € complgo Ag-Ac. S no hay agregacion de estas inmunoglobulinas no se
produce la fijacion de complemento. Se inicia as una reaccion Ssémica que se denomina
"cascada dd complemento” la cud resulta findmente letal para los microorganismos.(Navarrete,
1997). En esta via no todos los componentes cumplen la misma funcién; C1 condituye la unidad
de reconocimiento; C2, C3 y C4 las de activacion mientras que C5, C6, C7, C8 y C9 forman
parte ddl Sstema de atague alas membranas.

La via césca s puede activar por complgos inmunitarios dependientes de Clq o
independientes de C1q. En d primer caso las proteinas que participan son: C1, C4, C2y C3. C1
estd formado por C1q, Ciry Cls.

La subunidad de reconocimiento es la Clg que se une a la inmunoglobulina de
inmunocomplgo mientras que € tetrdmero C1r-Cls es la subunidad cataitica para la cascada

Enzimas como la plasminay latripsina pueden activar directamente aClseiniciar asi lavia
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El resumen de la via cdésica seria de funcionamiento o de activacion que tras la union de Clq a
los complgjos inmunes, Clr cataliza su propia activacion y la de Cls, € cud escinde d Cda a
partir de C4 que se une a C2 en presencia de Mg. A continuacion Cls aparta a C2a de este
complgo con lo que queda una C3 convertasa, C4b2b que observamos a continuacion en la
Fig.12.

Ag + Ac (Inmunocomplejo)

C1 (Ciq, C1r, Cil1s) Ca
Cl1q unido a Fc (IgM + IgG)

ﬂ Cilr
I] c4 |I— —I] c2
Cday C4b C2ay C2b

I] Cab + C2b Mg |I

I] C4b2b

=

I] C3-convertasa |I

[ =]
H C3a |I——H C3b ﬂ

I] C5—convertasa||

C4C2b3b

Fig.12. Resumen delaviacdésca
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La via dternativa permite activar € dstema de complemento Sn mediar la reaccidn
antigeno-anticuerpo. Es iniciada por polisac&ridos y otras estructuras poliméricas presentes en la
superficie de ciertos antigenos, asi como por inmunocomplegios de IgA. La via dternativa se
ensambla con la via clédca a nivd de C3-C9, dudiendo C1, C2 y C4, continuando con la
activacion de C5-C9. Se conddera que es una via que no se activa pero se hdla en equilibrio en
dtuacion norma. Cuando se desestabiliza y se rompe € equilibrio se desencadena la cascada ddl

complemento.

|.E.4. FUNCIONES DE LA VIiA DEL COMPLEMENTO

Opsonizacion y fagocitosis. Uno de los productos de la cascada de complemento, C3b, activa
poderosamente la fagocitosis, tanto neutréfilos como macréfagos, y los hace englobar en las
bacterias sobre las que han adherido los compleos antigeno-anticuerpo.

Quimiotéxis. Exigten receptores de Cha en las cdulas de neutréfilos y monocitos-macrofagos,
eda potente andfilotoxina las estimula y actla como quimiotactico atrayendolas d lugar de
activacion, haciendo que un gran nimero de estos fagocitos migren hacia la region locd del
agente antigénico.

Aglutinacion. Los productos de complemento cambian también la superficie de los
microorganismos y |os hacen adherirse entre 5, 1o que fomenta su aglutinacion.

Activacion de los mastocitos y basofilos. Los fragmentos C3a, C4ay Cbha activan a mastocitos
y bastfilosy los hacen liberar histaminaly otras diversas sustancias hacialos liquidos locales.

Lisis. Uno de los productos més importantes de la cascada del complemento es € complejo
litico, combinaciéon de muchos factores dd complemento que se designa con € simbolo
C5hb6789 que gerce un efecto directo por rotura de las membranas celulares de las bacterias.
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C3a > Aumenta la per meabilidad capilar

Cha Contraccion del musculolisoy
degranulacion delos mastocitos

Cba —» Exudacion de proteinas plasmaticas

C5a —¥»  Activacién de marginacion y
quimiotaxis de los neutr éfilos

C3 — » Fadlitalalocalizacion delos
complej os en los centros germinales

C3 ———» Favorecelaopsonizaciony
fagocitosis de las bacterias

C5-C9 —————p Lisisodestruccion delasbacteriasy
de las cdlulas que han sido reconocidas como extr afias

Fig.13. Resumen de acciones dd complemento.

[.E.5. PAPEL DEL COMPLEMENTO EN LOS QUEMADOQOS

El complemento presenta una concentracion en plasma de 2-3g/L de smilar magnitud d
fibrindgeno. De sus nueve componentes @ C3 es la fraccion mayor. Las proteinas dd sstema
de complemento (con la excepcidn de los componentes terminales de C6-C9) son sintetizaados
en los cdulas mononucleadas por 1o que los macréfagos extarhepdticoas son un importante
fuente loca de proteinas y de complemento.Durante la activacion de C3 y C5 ademés de la
activacion de la quimiotaxis y la opsonizecion se edimula la adherencia de los granulocitos d
aea de activacion. La actividad tota de complemento disminuye después de producirse la

guemadura.

29



INTRODUCCION

Durante las primeras seis horas exite una reduccion dd consumo en un 30 % dd
complemento Edta reduccion es pardela d descenso de fibrindgeno (Heideman, 1979). Se ha
podido observar que la quemadura puede activar € sstema del complemento in vitro e in vivo
tanto en animdes de expeaimentacion (Heideman, 1979) (Gefand, 1982)como en humanos
(Gelfand, 1982). Los estudios redlizados en ambos casos demostraron que con quemaduras del
25% - 90% del &ea en ratas como en humanos se producia una activacion tanto de la via clasica
como de la via dternativa con reducciones en los titulos de C4 del 53% y de C3 en un 43%
mientras que la via dternativa podia estar reducida hasta en un 90%. Eda Ultima deplecion se
asociaba con la sépsis y la neumonia. Los resultados obtenidos en ratas del 30% de superficie
guemada demodiraron un rgpido incremento de los componentes hemoliticos del complemento
(activacion de C1-C9) en respuesta a la quemadura per se mientras que la inhibicion de la via
dternativa se asociaba con la infeccion locd y la colonizacion natural de bacterias. Las bacterias
gue podian excebar esta anormdidad serian d Saphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa o0 Candida albicans (Bjornson,1984). También se ha observardo como los
componentes del complemento Clg, C3, C4 y C5 (medidos por inmunodifuson radid)
descienden sus niveles séricos después de la quemadura pero se incrementan graduamente hasta
e dia 14 aunque nunca acanzan la normdidad C1q y C3, en pacientes de un 30% de superficie
corpord quemada (Sharma, 1980). En pacientes con quemaduras del 45-80% se observd una
reduccion de C3 durante la primera semana pogteriormente se normdizd a las 3 semanas
(Bjornson, 1976) Siendo la mayor reduccién de C3 en los pacientes con mayor extensiéon de
quemadura y mayor complicaciones infecciosas (Bjornson, 1981). Datos recientes en una
poblacion de 53 pacientes hasta un 45% de superficie quemada indican una activacion de C3
durante 7 dias post-trauma con un parddo incremento de Ba en la via dternatiiva que sugiere
también una activacion aeste nivel (Wan, 1998).

Se observa pues resultados contradictorios dificiles de evauar que podrian depender de los

diferentes tratamientos o incluso ligados a factores sanitario-culturales.
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|.[E.6. RELACION DEL COMPLEMENTO CON LA FAGOCITOSIS EN PACIENTES
QUEMADOS

Los datos referentes a la interrelacion de los componentes C3 y C4 de la via clasica con
la fagocitos's en las quemaduras severas son contradictorios. Esto es debido en parte a hecho de
gue en edta patologia se ha descrito que existe una medva activecion de la via dternaiva
(Gdfand, 1982) mientras que la inactivacion de los productos de C5 mejora la migracion de los
macréfagos (Bianco, 1979).

Exigen datos colaterales de la década de los 70 (en € lupus eritematoso) que muestran
gue € descenso de la quimiotaxis se correlaciona con € descenso de C4 y con las infecciones
recurrentes  (Alvarez, 1978). En d caso de la peiodontitis persdstente producida
Porphyromonas gingivalis que evaden la respuesta inmune, se indica que las cepas muy
invadvas degradan C3 de manera dosis-dependiente y que la inhibicion de C3 mgora la
fagocitoss (Cutler, 1993).

Otro hecho comprobado es que una funcion anorma de los neutrdfilos se asocia a la
bacteriemia en los pacientes quemados Sn que exita una clara asociacion entre dicha
bacteriemia y los bgos niveles de C3 (Alexander, 1979). S se sabe que la actividad opsonica
del suero es dependiente de C3 (Kerr, 1983).

Estos hechos indican claramente la interconexidén entre todas las vias (activacion de los
neutréfilos, activecion de la quimiotaxis, de la fagocitoss y eactivacion de las vies dd
complemento) y que S bien & primer paso de la respuesta a la quemadura es la activacion del
complemento, la reduccion en la via dternativa podia estar mas ligada a la colonizacion loca de

la herida que alafagocitosis (Bjornson, 1984).

31



